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ASO:   oligonucleótido específico de alelo 
cDNA:  DNA complementario 
cM:  centimorgan 
CMT:   enfermedad de Charcot-Marie-Tooth 
CMTAR: enfermedad de Charcot-Marie-Tooth con herencia autosómica 
recesiva 
DNA:  ácido desoxirribonucleico 
EST:  etiqueta de secuencia expresada 
FRLP:   polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción 
HMNS: neuropatía sensitivo-motora hereditaria 
Lod:  “Logarithm of the odds” 
mRNA: RNA mensajero 
nt:  nucleótido 
ORF:  pauta de lectura abierta 
PAC:  cromosoma artificial derivado del fago P1 
pb, Mb, Kb: pares de bases, megabase, kilobase 
PCR:  reacción en cadena de la polimerasa 
RACE:  amplificación rápida de los extremos de cDNA 
RNA:  ácido ribonucleico 
RT-PCR:  PCR mediante transcriptasa inversa 
SSCP:   polimorfismo conformacional de la banda sencilla 
STR:   repetición simple en tandem 
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1.1. - NEUROPATÍAS PERIFÉRICAS HEREDITARIAS 
 
Las neuropatías periféricas hereditarias constituyen uno de los grupos de 
enfermedades genéticas mendelianas con mayor prevalencia. Se trata de un 
conjunto de enfermedades complejas del sistema nervioso periférico, clínica y 
genéticamente heterogéneas, que producen una degeneración progresiva de los 
nervios periféricos.  
 Las neuropatías periféricas se clasifican, en función de la fisiología de los 
nervios involucrados, en neuropatías sensitivo-motoras hereditarias (NSMH), 
neuropatías motoras hereditarias (NMH), neuropatías sensitivas hereditarias (NSH) 
y neuropatías sensitivas y autonómicas hereditarias (NSAH). El término de 
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth hace mención principalmente a las formas 
sensitivo-motoras. 
 



















1.2. - CARACTERÍSTICAS Y BIOLOGÍA DEL NERVIO PERIFÉRICO 
 
La mayoría de los nervios periféricos son mixtos, con axones motores y 
sensitivos recubiertos en toda su longitud por células de Schwann (Fig.1). Durante 
el desarrollo, los precursores de las células de Schwann migran desde la cresta 
neural y contactan con los axones en desarrollo. Estas células de Schwann 
inmaduras invaden y cubren los haces de axones en desarrollo estableciendo 
algunas de ellas una relación 1:1, proceso llamado “etapa de mielinización”, 
iniciándose entonces un programa de expresión de los genes específicos de la 
mielina y diferenciándose en células de Schwann mielinizantes y células de 
Schwann no mielinizantes. 
La función principal de la mielina es aumentar la velocidad de conducción 
de los impulsos nerviosos permitiendo la rápida conducción saltatoria entre 
regiones excitables del axón llamadas nodos de Ranvier, en los cuales el axón se 
encuentra casi al descubierto y sólo aparece revestido por pequeñas prolongaciones 
interdigitadas  procedentes de los bordes de dos células de Schwann adyacentes 
(Fig 2). Tanto los axones mielinizados como los nodos de Ranvier son muy 
complejos estructuralmente.  
Fig 2.- Dibujo de una neurona donde se puede observar la conducción saltatoria a lo 






En la conducción saltatoria
el impulso nervioso de 
nodo a nodo
La vaina de mielina está compuesta  por dos regiones distintas, la mielina 
compacta y la mielina no compacta, cada una de las cuales está constituida por 
unas proteínas específicas. La región compacta está formada por proteínas 
estructurales, proteína de la mielina periférica 22 (PMP22), proteína cero de la 
mielina (P0), y proteína básica de la mielina (MBP), necesarias para la formación 
de la vaina de mielina altamente organizada y para el aislamiento eléctrico del 
axón. La región no compacta contiene las siguientes proteínas: neurofacina 155, 
conexina 32 (Cx32), proteína asociada a la mielina (MAG) y E-cadherina, las 
cuales participan en las interacciones célula de Schwann-axón, célula de Schwann-
célula de Schwann, y son requeridas para la formación de las estructuras 
paranodales y juxtaparanodales, así como para las uniones adherentes y uniones 
axo-gliales. También existen proteínas específicas de la superficie axonal, como 
son los canales de sodio y potasio involucrados directamente en la conducción 
saltatoria. 
El proceso de desarrollo del nervio periférico asociado con la 
diferenciación de las células de Schwann, la mielinización y el aislamiento 
eléctrico del nodo de Ranvier  da una idea acerca de la patogénesis de las 
neuropatías periféricas, ya que éstas son producidas por mutaciones en genes que 
alteran aspectos cruciales de este proceso biológico en células de Schwann o en el 
axón, como puede ser la compactación de la mielina o la formación de las uniones 
axo-gliales. 
 
1.3.- ANTECEDENTES HISTÓRICOS 
 
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) fue descrita en 1886 
independientemente por Charcot y Marie en Francia (Charcot y Marie, 1886) y por 
Tooth en Inglaterra (Tooth, 1886), como síndrome de atrofia muscular peroneal. En 
1893, Déjérine y Sottas, dos discípulos de Charcot, describieron un cuadro clínico 
semejante pero diferente en virtud de su gravedad y su temprana aparición en la 
infancia (Déjérine y Sottas, 1893). 
En las siguientes décadas, la descripción de variantes clínicas condujo a 
una gran confusión nosológica, como lo demuestra el hecho de que Davidenkow en 
1927 fuera capaz de describir doce formas clínico-genéticas (Davidenkow, 1927). 
En todo caso, éste es un periodo fructífero en el cual se delimitan ciertos patrones 
de herencia (dominante o recesiva) y el sustrato neuropatológico de la neuropatía 
(desmielinizante o axonal). 
En los años 50 del siglo XX, se produjo un gran avance en la clasificación 
de la compleja nosología con la llegada de los estudios electrofisiológicos y 
estudios de conducción nerviosa que mostraban que algunos pacientes con 
neuropatía tenían una velocidad de conducción reducida, lo que sugería un proceso 
primario de desmielinización, mientras que otros pacientes presentaban valores 
normales o casi normales (Thomas et al., 1974). Estos datos hablaban de la 
existencia de dos formas clínicas de neuropatía en la atrofia muscular peroneal, la 
forma desmielinizante o tipo 1 de enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT1), y 
la forma axonal o tipo 2 (CMT2). En un intento de utilizar una denominación más 
fisiopatológica, CMT1 también se denominó neuropatía sensitivo-motora 
hereditaria tipo I (NSMH I) y CMT2 neuropatía sensitivo-motora hereditaria tipo II 
(NSMH II) (Dyck y Lambert, 1968b; Dyck y Lambert, 1968a). Estos datos 
indicaban que había dos procesos distintos que producían la enfermedad 
manifestando las mismas o similares características clínicas.  
A partir de los 60, los estudios con microscopía electrónica mostraron que 
la patología de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth era también heterogénea. 
Los valores disminuidos de las velocidades de conducción nerviosa se asociaban 
con desmielinización y remielinización, lo que se observaba en la cantidad 
excesiva de células de Schwann formando anillos concéntricos alrededor de las 




En 1982, Bird y sus colaboradores (Bird et al., 1982), en uno de los 
primeros estudios de ligamiento que se hicieron en enfermedades neurológicas, 
demostraron que el gen que producía la forma CMT1 autosómica dominante, se 
encontraba ligado al  locus del antígeno Duffy  en el cromosoma 1. Sin embargo, 
había familias no ligadas al cromosoma 1 y que, en posteriores estudios, mostraban 
ligamiento en el brazo corto del cromosoma 17 (Vance et al., 1989). Estas eran las 
más frecuentes. El locus del cromosoma 17p se denominó CMT1A mientras que el 
locus del cromosoma 1q se denominó CMT1B. Por otra parte, se observó que 
algunas familias con herencia autosómica dominante no estaban ligadas a los loci 
CMT1A y CMT1B, hablándose de un tercer locus CMT1C (Chance et al., 1990). 
En 1989 se determinó que la clásica familia norteamericana descrita por Allan en 
1932 realmente tenía un patrón ligado al cromosoma X y fue confirmada mediante 
análisis de ligamiento (Haites et al., 1989). Este locus se ha denominado CMTX.  
Durante los últimos 10 años, ha habido una explosión de información sobre 
las causas genéticas de  la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. Actualmente, se 
han identificado más de 25 loci y mutaciones en 17 genes distintos que causan 
neuropatía periférica hereditaria, siendo los más numerosos los que se asocian con 
neuropatías sensitivo-motoras o enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (De Jonghe 
et al., 1997; Palau et al., 2002); http: //neurogen-www.uia.ac.be/CMTMutations). 
Todos estos datos están aportando luz a la clasificación nosológica de las mismas y 














Fig. 3.- Esquema de un axón mielinizado y desenrollado. Se observan los componentes del 
citoesqueleto . Las proteínas asociadas con alguna forma de CMT se observan en colores situadas en 
su de localización en la célula. PMP22: proteína de la mielina 22; P0 : proteína de la mielina 0; 
Cx32: conexina 32; EGR2: factor de transcripción; NEF-L: proteína de neurofilamento “light”; 
KIF1Bβ: proteína de la familia de las quinesinas; GDAP1: proteína asociada a la diferenciación 
inducida por gangliósidos. 
 
 
1.4.- CLASIFICACIÓN CLÍNICA, NEUROFISIOLÓGICA E HISTOPATO-
LÓGICA 
 Es difícil clasificar este grupo de trastornos basándose  únicamente en 
criterios clínicos, con lo cual los neurólogos se ayudan de estudios 
electrofisiológicos y patológicos  para su diferenciación. Basándose en ello se 
pueden clasificar en las siguientes formas clínicas (Dyck et al., 1993; Valls Solé et 





















1.4.1.- Enfermedad o neuropatía de Charcot-Marie-Tooth 
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) representa un grupo de 
entidades clínicamente y genéticamente heterogéneas de neuropatías sensitivas y 
motoras del sistema nervioso periférico (GJ.Parry, 1995) con una prevalencia 
estimada en 1 cada 3.500 individuos (Skre, 1974; Combarros et al., 1987). La 
neuropatía CMT se puede dividir en dos grupos distintos según criterios 
electrofisiológicos tal como se mencionó anteriormente.  La neuropatía CMT tipo 1 
(CMT1) exhibe una reducción moderada o importante de la velocidad de 
conducción nerviosa (VCN), por debajo de 38 m/s en el nervio mediano, simétrica, 
que sugiere un defecto propio de la célula de Schwann. Por el contrario, la forma 
CMT tipo 2 (CMT2) es el resultado de una lesión neuronal con atrofia y 
degeneración, y muestra VCN normal o discretamente disminuida con amplitudes 
de los potenciales de acción reducidas (Harding y Thomas, 1980). En la forma 
espinal de CMT, o NMH distal, parece que está afectado el axón de las neuronas 
motoras del asta anterior, estando libres las neuronas sensitivas. Las características 
de cada una de ellas, especialmente para los enfermos de familias con herencia 
autosómica dominante, son: 
 
1.4.1.1.- CMT1  
Los hallazgos electrofisiológicos en pacientes con CMT1 muestran una 
penetrancia completa (Chad, 1989) y se pueden identificar antes del inicio de los 
síntomas clínicos en familiares de enfermos, incluso a la edad de 2 años (Garcia et 
al., 1998). La clínica aparece habitualmente en la primera o segunda década de la 
vida, con el desarrollo de debilidad progresiva de los músculos distales de las 
extremidades, empezando en los pies y piernas y extendiéndose, posteriormente, 
hacia las manos y antebrazos. La afectación de las piernas  confiere a los enfermos 
un aspecto de botella invertida. La debilidad muscular del compartimiento peroneal  
y tibial anterior produce la caída del pie y la necesidad del paciente de levantar la 
rodilla, resultando en una marcha en stepagge o equina. Más adelante se desarrolla 
el pie cavo. La debilidad de los músculos intrínsecos de la mano le da a ésta un 
aspecto de mano en garra. Los reflejos miopáticos quedan abolidos. En primer 
lugar se afecta el reflejo aquíleo y después el reflejo patelar y los reflejos en los 
miembros superiores. Los nervios pueden estar hipertróficos e incluso se pueden 
observar engrosados en la inspección cutánea. Los hallazgos sensitivos son más 
raros y se observa una disminución de la sensibilidad vibratoria.  
 
1.4.1.2.- CMT2 
EL fenotipo clínico de la neuropatía CMT2 es similar a la de CMT1, si 
bien la edad de inicio es más variable y, en muchas ocasiones, es más tardía. Los 
nervios periféricos no están engrosados. Los músculos de la mano están  menos 
afectados y suelen presentar mayor debilidad y atrofia de los músculos plantares. 
Las formas autosómicas recesivas suelen ser más agresivas que las formas 
autosómicas dominantes. Algunos pacientes acaban necesitando silla de ruedas. En  
ocasiones, los pacientes asocian otros rasgos como la sordera en la neuropatía 
CMT1 desarrollada por los gitanos del área de Lom en Bulgaria (Kalaydjieva et al., 
2000), o la neuropatía CMT2 con parálisis de cuerdas vocales (Dyck et al., 1994; 
Sevilla et al., 2001), o sordera y retraso mental juntos (Cowchock et al., 1985). 
La forma de CMT ligada al X, dominante, es a veces difícil de clasificar. 
Los varones muestran VCN reducidas, normalmente en los límites observados para 
CMT1, mientras que las mujeres suelen tener velocidades normales o sólo algo 
disminuidas, lo que hace frecuentemente que se diagnostiquen como CMT2 (Hahn 







1.4.2.- Síndrome de Déjérine-Sottas 
El síndrome de Déjérine-Sottas (DS) fue identificado por estos autores a 
finales del siglo XIX en una pareja de hermanos con padres sanos (Déjérine y 
Sottas 1893). Entonces se consideró como hecho característico la presencia de un 
cambio morfológico referido como neuropatía hipertrófica intersticial del tipo 
“bulbo de cebolla”. Las fibras nerviosas estaban envueltas por células proliferantes 
que daban la imagen de capas de cebolla cortadas transversalmente. A lo largo del 
siglo XX se ha considerado una entidad aparte con herencia autosómica recesiva. 
Sin embargo, este último aspecto no se ha confirmado en todos los casos, ya que en 
algunos enfermos se ha observado una mutación dominante bien en el gen de la 
proteína de mielina periférica PMP22 (Roa et al., 1993; Bort et al., 1998) bien en 
el de la proteína P0 (Hayasaka et al., 1993). Sólo muy recientemente se ha podido 
demostrar que algunos pacientes diagnosticados como DS presentan dos 
mutaciones recesivas en el gen de la proteína L-periaxina (Boerkoel et al., 2001a). 
 En el contexto anterior, hoy día se reserva el término DS a las neuropatías 
desmielinizantes agresivas, con muchas similitudes clínicas, neurofisiológicas y 
patológicas a las de la neuropatía CMT1, pero entre las que hay que llamar la 
atención al retraso en la adquisición de habilidades motoras y VCN motoras 
menores de 10 m/s.    
 
1.4.3.- Neuropatía hipomielinizante congénita. 
La neuropatía hipomielinizante congénita (NHC) se caracteriza 
clínicamente por hipotonía infantil debida a debilidad muscular distal, arreflexia y 
VCN motora muy reducida (<10 m/s). En los casos graves, se ha descrito 
contracturas articulares e, incluso, un síndrome de artrogriposis múltiple. Se trata 




1.4.4.- Neuropatía hereditaria con susceptibilidad a la parálisis por presión 
Las manifestaciones clínicas de la neuropatía hereditaria con 
susceptibilidad a la parálisis por presión (NHPP) son distintas a la neuropatía 
CMT. Se trata de un trastorno autosómico dominante caracterizado por episodios 
de percepción disminuida o paresia después de leve tracción o compresión sobre 
los nervios periféricos. Normalmente hay una recuperación completa después de 
períodos variables de tiempo, aunque pueden persistir algunas molestias. Las 
velocidades de conducción motoras y sensitivas pueden estar disminuidas y es 
frecuente encontrar signos de neuropatía focal y bloqueo de la conducción nerviosa 
en zonas de atrapamiento como es el túnel del carpo (Windebank, 1993; Cruz-
Martínez et al., 1997). 
 
1.4.5.- Histopatología 
Los hallazgos histopatológicos en las biopsias de nervio sural han 
permitido, junto con la información electrofisiológica, delinear los distintos tipos 
de neuropatías sensitivo-motoras (Griffin, 1995). Las neuropatías CMT1 y DS 
muestran lesiones representativas de desmielinización y remielinización 
segmentarias, con formación de bulbos de cebolla, constituidos por células de 
Schwann aplanadas y sus prolongaciones. En definitiva, se trata de una alteración 
de la formación y mantenimiento de la mielina. En el caso de DS las vainas de 
mielina son más delgadas y se observa más fibras amielínicas que en CMT1. Los 
pacientes con NHC exhiben una falta de procesos de regeneración de la mielina y 
no muestran bulbos de cebolla; las lesiones exhiben unas vainas de mielina muy 
finas o una ausencia completa de las mismas. Se trataría de un proceso reflejo de 
una alteración del desarrollo del nervio periférico, esto es, una dismielinización. En 
las biopsias de los enfermos CMT2 se encuentra una pérdida de fibras nerviosas 
mielínicas sin degeneración walleriana; los bulbos de cebolla bien formados son 
muy raros. Estos hallazgos son reflejo de un defecto primario en el mantenimiento  
del axón. Suele observarse la presencia de “clusters” de regeneración. Los nervios 
periféricos de pacientes NHPP muestran fenómenos de desmielinización y 
remielinización segmentarios con estructuras en forma de salchicha llamadas 
tomáculas, que son engrosamientos de la mielina. 
 
1.5.- LOCALIZACIÓN CROMOSÓMICA Y CLASIFICACIÓN GENÉTICA 
La neuropatía CMT y los trastornos relacionados exhiben distintas formas 
de herencia mendeliana (autosómica dominante, autosómica recesiva y ligada al 
X). Las neuropatías CMT1 autosómicas dominantes son las formas más frecuentes. 
Los estudios de cartografiado genético mediante ligamiento han definido tres 
posibles loci génicos, CMT1A localizado en el cromosoma 17p11.2 (Vance et al., 
1989) , CMT1B cartografiado en el cromosoma 1q22-q23 (Bird et al., 1982) y 
CMT1C en el cromosoma 16p13.1-p12.3 (Street et al., 2002). Hay familias, 
asociadas a fenotipo CMT1 principalmente, en las que la herencia mendeliana está 
ligada al X con segregación parcialmente dominante y cuyo locus se ha localizado 
en el cromosoma Xq13 (Bergoffen et al., 1993). Las formas CMT2 autosómicas 
dominantes se ha relacionado con tres loci, CMT2A en el cromosoma 1p35-p36 
(Ben Othmane et al., 1993b), CMT2B en 3q13-q22 (Kwon et al., 1995) y CMT2D 
en 7p14 (Ionasescu et al., 1996) (la designación CMT2C se reservó para una forma 
de CMT2 autosómica dominante que asociaba parálisis de cuerdas vocales y que 
aún no se ha cartografiado) (Yoshioka et al., 1996). Las formas CMT autosómicas 
recesivas se designan como CMT4. Aunque más raras que las dominantes, hay 
gran heterogeneidad tanto para las mielinopatías como para las axonopatías. Hasta 
el momento se han identificado varios loci desmielinizantes, CMT4A en 8q13-
q21.1 (Ben Othmane et al., 1993a), CMT4B en 11q23 (Bolino et al., 1996), 
CMT4C en 5q23-q33 (LeGuern et al., 1996), y CMT4F en 19q13 (Delague et al., 
2000). Otra forma desmielinizante es la neuropatía Lom cuyo locus se ha 
denominado NSMH-L (Kalaydjieva et al., 1996). También se ha definido algunos  
loci asociados a formas axonales en el cromosoma 1q (Bouhouche et al., 1999), en 
8p21 (CMT4E) (Mersiyanova et al., 2000) y en 8q21.3 en familias tunecinas los 
autores lo han denominado CMT4C2  (Barhoumi et al., 2001); los pacientes de esta 
última forma muestran signos piramidales. También se ha determinado la 
localización de la neuropatía axonal de células gigantes en el cromosoma 16q24 
(Ben Hamida et al., 1997). Este mapa cromosómico de loci permite ir perfilando, 
con criterios genéticos, las distintas formas de CMT.       
 
1.6.- GENES, MUTACIONES  Y MECANISMOS MOLECULARES 
Hasta la actualidad se ha descrito 11 genes asociados a algún tipo de 
neuropatía sensitivo-motora. También se ha descrito genes mutantes asociados con 
neuropatías sensitivas. Una lista de estos genes y de las mutaciones y fenotipos 
asociados puede consultarse en la página web del European CMT Consortium, 
mantenida por la Universidad de Amberes (UIA) (http://neurogen.www.uia.ua.be/ 
CMTMutations). En las tablas 1 y 2 se definen estos genes en relación con el tipo 
celular en el que se expresan preferentemente. A continuación se resume las bases 
moleculares de los tres genes más prevalentes en CMT, que codifican para sendas 
proteínas transmembrana de la mielina. 
 
1.6.1.- PMP22: duplicación CMT1A y deleción NHPP 
La mutación más frecuente encontrada en las neuropatías sensitivo-motoras 
hereditarias es el reordenamiento genómico de 1,5 megabases (Mb) del locus 
CMT1A en el cromosoma 17p11.2, bien como duplicación (Lupski et al., 1991; 
Raeymaekers et al., 1991) bien como deleción (Chance et al., 1993). La 
duplicación se asocia con el fenotipo CMT1 en el 70% de los enfermos con CMT 
desmielinizante, mientras que la deleción se ha encontrado en el 85% de los 
enfermos con NHPP (Nelis et al., 1996). Ambas mutaciones son el resultado de un 
entrecruzamiento desigual entre cromátides no hermanas durante la meiosis  
especialmente en la espermatogénesis (Palau et al., 1993; Bort et al., 1997a; Lopes 
et al., 1998), participando en el fenómeno biológico unas secuencias de 24 kb 
flanqueantes, denominadas CMT1A-REPs, del segmento de 1.5 Mb con una 
similitud de secuencia entre sí del 98% (Pentao et al., 1992; Chance et al., 1994; 





Fig. 4.- Esquema donde se representa el entrecruzamiento desigual entre ambas cromátidas dando 











Tabla 1. Neuropatías hereditarias: lesión primaria en la célula de Schwann 
Gen Localización 
cromosómica 
Fenotipo Localización celular 
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2000) 
SOX10 22q13 CMT1* núcleo 
 
(Inoue et al., 
1999) 
NDRG1 8q24.3 HMSN-L desconocida 
 
(Kalaydjieva 
et al., 2000) 
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transferasa) 
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El mecanismo básico que subyace a estas dos mutaciones es la diferencia 
de dosis del gen PMP22 (Lupski, 1992). La hipótesis de la dosis génica viene 
corroborada por varios hechos: los pacientes homozigotos para la duplicación 
CMT1A muestran un fenotipo más agresivo; la presencia del gen PMP22 en la 
región duplicada o delecionada es esencial para que se manifieste el fenotipo 
clínico; se ha encontrado niveles altos de expresión del mRNA en biopsias de 
nervio de enfermos portadores de la duplicación (Lupski y Garcia, 2001); no se ha 
encontrado mutaciones puntuales del gen PMP22 en los portadores de la 
duplicación.   
 1.6.2.- PMP22: mutaciones puntuales 
El gen PMP22 contiene cuatro exones y codifica una proteína 
transmembrana ubicada en las capas de mielina periférica. La proteína PMP22 
contiene cuatro dominios transmembrana y parece que tiene una función en el 
mantenimiento de la estructura de la mielina compacta y en la regulación del 
crecimiento celular. Se ha descrito un total de 40  mutaciones asociadas a distintos 
fenotipos clínicos, CMT1, DS y NHPP (Bort et al., 1997b; De Jonghe et al., 1997); 
http://neurogen.www.uia.ua.be/CMTMutations). Las mutaciones asociadas a 
CMT1 o DS son substituciones de aminoácidos que afectan normalmente a los 
dominios transmembrana. Algunas de estas mutaciones se ha descrito también en 
modelos de ratón, como la mutación Pro16Leu encontrada en una familia 
holandesa (Valentijn et al., 1992) y en el mutante ratón Trembler-J (Suter et al., 
1992b). Se postula que estas mutaciones actúan por un mecanismo de ganancia de 
función de la proteína o un mecanismo dominante-negativo del alelo mutante sobre 
el alelo salvaje. Las mutaciones encontradas en enfermos NHPP generan un alelo 
nulo, por pérdida de la pauta de lectura o por pérdida del exón 1 del gen (Nicholson 
et al., 1994; Bort et al., 1997b), lo que a la postre hace que actúen como una 
deleción del gen, lo cual es consistente con el mecanismo de haploinsuficiencia 
postulado para la deleción de 1,5 Mb.   
1.6.3.- Mutaciones puntuales del gen MPZ 
La proteína de mielina P0 es el mayor componente estructural de la mielina 
periférica. Presenta un único dominio transmembrana con un extremo amino-
terminal extracelular. Se ha postulado que actúa como una molécula de adhesión 
homofílica en el mantenimiento de la mielina. La P0 forma homotetrámeros que 
mantienen la línea intraperiódica de la mielina compacta. El extremo carboxi-
terminal intracelular  tiene carga básica y es importante en la formación de la línea 
densa de la mielina. Se han descrito  80 mutaciones en el gen MPZ asociadas a 
fenotipos CMT1, DS o NHC (Bort et al., 1997b; De Jonghe et al., 1997); 
http://neurogen.www.uia.ua.be/CMTMutations) e, incluso, se ha informado de 
algunas familias en las que el diagnóstico electrofisiológico era de neuropatía 
CMT2 (Marrosu et al., 1998). La mayoría son substituciones de aminoácidos 
aunque también se han encontrado mutaciones que presuponen la síntesis de una 
proteína truncada, como son deleciones pequeñas, pérdida de la pauta de lectura o 
mutaciones de sitios de splicing. Para estas mutaciones se postula un mecanismo de 
pérdida de la función normal de P0. Los hallazgos descritos en una familia en la 
que segregaba la mutación G74fsX87 sirven como ejemplo (Warner et al., 1996): 
la mutación predice una proteína truncada que presumiblemente afecta la capacidad 
de alcanzar la membrana plasmática, lo que supondría que se comporta como un 
alelo nulo; esta mutación se ha descrito en homozigosis en dos hijos mientras que 
ambos progenitores eran heterozigotos; los padres heterozigotos mostraban un 
fenotipo clásico CMT1, mientras que los hijos homozigotos sufrían de una forma 
más agresiva tipo DS. Sin embargo, se ha postulado que algunas substituciones de 
cisteínas en el dominio extracelular podrían actuar mediante un efecto dominante-
negativo que afectaría a la formación de agregados mediante puentes disulfuro en 
el espacio extracelular, con reducción en el número de complejos P0 multiméricos.  
 
1.6.4.- Mutaciones en el gen GJB1 
El gen GJB1 está compuesto por dos exones, aunque sólo el exón 2 es 
codificante para la conexina 32 (Cx32), una proteína de unión gap que conforma 
hemicanales de 6 unidades, que junto con otro hemicanal de otra membrana 
conforma un canal completo o conexón. Estas estructuras permiten el transporte 
rápido de iones y pequeños nutrientes. La Cx32 presenta cuatro dominios 
transmembrana. En el nervio periférico, la Cx32 se expresa en el paranodo y en las 
incisuras de Schmidt-Lantermann, regiones de mielina no compacta, lo que se 
interpreta como que los canales de Cx32 facilitarían la difusión de nutrientes entre 
el cuerpo de la célula de Schwann, las capas de mielina y el citoplasma periaxonal. 
Las mutaciones en el gen GJB1 constituyen el segundo grupo más prevalente de la 
patología molecular de la neuropatía CMT1, después de la duplicación CMT1A de 
1,5 Mb (Bort et al., 1997b; De Jonghe et al., 1997). En la base de datos 
mencionada anteriormente hay registradas hasta 238 mutaciones 
(http://neurogen.www.uia.ua.be/ CMTMutations). Las mutaciones pueden 
asociarse bien al fenotipo CMT1, bien al fenotipo CMT2. Esto puede deberse a que 
la ubicación de la proteína en el paranodo sugiere que Cx32 tiene una función en la 
mielina y en el axón. Llama la atención, sin embargo, que los casos diagnosticados 
como CMT1 suelen ser varones, mientras que aquellos casos etiquetados como 
CMT2 suelen ser mujeres. Habría un efecto dominante de estas mutaciones que 
quedaría compensado en la mujeres por el fenómeno de lyonización. En conjunto, 
los mecanismos propuestos son una pérdida de función o un efecto dominante-
negativo, por el cual algunas mutaciones que no permitirían la formación de 
canales normales afectarían a la Cx32 salvaje, y otras mutaciones en las que el 
canal sí estaría formado éste tendría alterada su función. 
 
1.6.5.- Otros genes asociados a CMT 
En los últimos años y meses se ha descrito otros genes asociados con 
formas raras de CMT, que involucran proteínas de muy diversa función en la 
mielina o en el axón. La proteína del gen EGR2 es un factor de trascripción con 
dominios de dedos de zinc y que juega un papel en la mielinización del nervio 
periférico. Se han descrito mutaciones recesivas y dominantes asociadas a 
fenotipos NHC y CMT1 (Warner et al., 1998). La forma CMT4B1 se caracteriza 
por mostrar lesiones en forma de mielina plegada y se debe a mutaciones en el gen 
MTMR2 que codifica una fosfatasa de especificidad dual relacionada con la 
miotubularina (Bolino et al., 2000). La neuropatía Lom (HMSN-L) que asocia 
sordera a una forma desmielinizante en familias de origen gitano se debe a una 
mutación, Arg148Stop, en el gen NDRG1 (N-myc downstream-regulated gene 1) 
para cuya proteína se ha propuesto un papel en la detención del crecimiento y 
diferenciación celular (Kalaydjieva et al., 2000). Las mutaciones en la L-periaxina 
producen una forma de CMT desmielinizante autosómica recesiva, llamada 
CMT4F (Boerkoel et al., 2001b; Guilbot et al., 2001). La periaxina es una proteína 
asociada a la mielina específica de célula de Schwann, donde tiene un papel 
participando junto con el complejo distrofina-distroglicanos en la estabilización de 
la membrana y la interacción de ésta con la lámina basal. El gen del neurofilamento 
“light”, NEF-L, es uno de los que se ha asociado a neuropatía CMT2. Se ha 
descrito en una familia rusa en la que se ha observado la segregación dominante de 
una mutación Q333P (Mersiyanova et al., 2000). Otra forma axonal en la que se ha 
podido determinar la causa genética es la neuropatía axonal de células gigantes. En 
este caso, la patología del axón se debe a mutaciones en el gen GAN que codifica la 
gigaxonina, una proteína con una organización de dominios similar a otras 
proteínas que tiene una función en el citoesqueleto (Bomont et al., 2000). 
 Muy recientemente, se ha descrito el gen responsable de la forma 
dominante axonal CMT2A. El gen codifica una proteína,  KIF1Bβ, de la familia de 
las quinesinas, que son motores microtubulares que facilitan el transporte de 
moléculas vitales a lo largo de los axones (Zhao et al., 2001).     
   
1.6.6.- Epidemilogía molecular de las neuropatías sensitivo-motoras 
Las mutaciones más prevalentes asociadas a la neuropatía CMT en las 
distintas poblaciones estudiadas son la duplicación CMT1A, que afecta la 
expresión del gen PMP22  y de su proteína, y las mutaciones del gen GJB1 que 
afecta a la conexina 32. En una serie de 132 familias españolas no emparentadas 
entre sí con diagnóstico CMT1, CMT2, CMT no tipificado o DS, se ha encontrado 
que la duplicación era la causa en el 60% de casos con diagnóstico CMT1, 
porcentaje que se rebajaba al 50% si no se tenía en cuenta el tipo de CMT. En 10 
casos se encontró una mutación en el gen GJB1, seis en pacientes CMT1 y cuatro 
en pacientes CMT2 (tres de ellos mujeres). En cinco pacientes se encontró una 
mutación puntual en el gen MPZ y, finalmente, sólo se halló una mutación puntual 
en el gen PMP22 en dos pacientes, ambos con diagnóstico de síndrome de 
Déjérine-Sottas. En resumen, se encontró una mutación para estos tres genes en el 
56% de las familias, aumentando el porcentaje al 70% si se tenía en cuenta 
únicamente las formas CMT1.  En este estudio llamaba la atención el hallazgo de 
tres casos referidos como neuropatía CMT para su estudio molecular pero en los 
que se determinó que eran portadores de la deleción de 1,5 Mb asociada a NHPP 
(Palau y Bort, 1998/9). 
 
1.6.7.- Modelos animales 
 
Los modelos animales son muy útiles para estudiar los procesos 
fisiopatólogicos de las neuropatías periféricas. Al mismo tiempo pueden ser de 
gran utilidad para el ensayo de nuevos fármacos y nuevas aproximaciones 
terapéuticas. En la actualidad existen modelos naturales o modelos transgénicos o 
“knock-out” en ratón o en rata de varios de los genes involucrados en la 
patogénesis de las neuropatías desmielinizantes (Lupski y Garcia, 2001). 
 Los ratones deficitarios de PMP22 son un modelo excelente para la NHPP. 
Los ratones knock-out homozigotos muestran un retraso en el desarrollo de la 
mielinización y desarrollan abundantes estructuras hipermielinizantes de tipo 
tomácula. Los ratones heterozigotos tienen un fenotipo menos agresivo, lo que está 
a favor de la hipótesis de la dosis génica de PMP22. En relación con modelos de la 
duplicación CMT1A se han desarrollado varios en los que la sobreexpresión del 
gen salvaje PMP22 produce un fenotipo comparable a la enfermedad, con 
anomalías de la marcha, formación de bulbos de cebolla, debilidad muscular y 
reducción de la VCN motora.  
 El ratón TrJ (substitución P6L) (Suter et al., 1992b), así como los ratones 
Tr (D150G) (Suter et al., 1992a) y Tr-Ncnp (deleción en pauta del exón 4), son 
modelos de mutación puntual en el gen PMP22. Son ratones mutantes en los que 
los individuos heterozigotos desarrollan un cuadro de hipomielinización grave, en 
contraste con los knock-out heterozigotos que muestran más una 
hipermielinización focal, lo que sugiere que las mutaciones puntuales actuarían 
mediante un mecanismo de ganancia de función del alelo mutante o por un efecto 
dominante-negativo sobre el alelo salvaje (Adlkofer et al., 1997).   
 Los estudios de ratones knock-out homozigotos o heterozigotos del gen 
MPZ muestran cómo estos animales desarrollan un fenotipo similar, 
respectivamente,  a DS o a CMT1B (Giese et al., 1992). El ratón deficitario de 
Cx32 homozigoto no muestra neuropatía periférica en los primeros meses de vida; 
sin embargo, puede desarrollar un cuadro neurodegenerativo en una edad más 
avanzada (Scherer et al., 1998). 
  
1.7.- IDENTIFICACIÓN DE GENES ASOCIADOS A ENFERMEDADES 
HUMANAS 
 
La elección de la estrategia a seguir para identificar el gen responsable de 
una enfermedad depende de los recursos disponibles (modelos animales, anomalías 
cromosómicas, etc), o bien de los conocimientos que se tengan acerca de la 
patogénesis de la enfermedad. Algunas de las estrategias comienzan por intentar 
identificar varios genes candidatos que deben ser estudiados con el objetivo de  
hallar evidencias que los señalen como responsables de la enfermedad (Strachan y 
Read, 1999). Las estrategias clásicas para el aislamiento de genes mutantes de 





1.7.1.- Clonación funcional 
 
Enfermedad    Función de la proteína    Gen        Localización cromosómica 
 
En esta aproximación la identificación del gen desconocido causante de la 
enfermedad se basa en la información disponible sobre su función, sobre las bases 
bioquímicas de la enfermedad. 
 
1.7.2.- Clonación posicional 
 
Enfermedad    Localización cromosómica     Gen       Función de la proteína 
 
La clonación posicional implica la clonación de un gen del que se 
desconoce prácticamente todo menos su localización subcromosómica sin tener 
información sobre su función bioquímica o su papel en la patogénesis. La 
estrategia general consiste en construir mapas genéticos y físicos de la región, 
refinar la localización subcromosómica y entonces aislar genes en la región para 
investigarlos como candidatos de la enfermedad. En el caso de que haya genes 
ubicados en el intervalo crítico  se habla de la estrategia del candidato posicional. 
La localización inicial suele definir una región candidata relativamente grande, de 
10 cM o más. El método elegido para estas localizaciones iniciales depende de las 
características y el modo de herencia de la enfermedad. 
 
1.7.2.1.- Localización cromosómica 
Durante la meiosis se produce un proceso de intercambio de fragmentos de 
DNA entre cromátidas no hermanas de los cromosomas homólogos, fenómeno 
conocido como recombinación genética o meiótica. La recombinación rara vez 
separa dos loci que se encuentren muy cercanos en un cromosoma ya que el 
espacio disponible para que se dé el entrecruzamiento es muy pequeño. Por ello 
grupos de genes localizados en la misma región cromosómica, cuando ésta es 
pequeña, tienden a trasmitirse juntos, en bloque a lo largo de un pedigrí y se dice 
que están ligados. En cambio, cuanto más separados están dos loci mayor es la 
probabilidad de que se de un entrecruzamiento. La probabilidad de que se de un 
entrecruzamiento entre dos loci se llama fracción de recombinación (FR). El uso 
de transformaciones matemáticas permite convertir los datos obtenidos de FR en 
distancias genéticas y en la construcción de mapas genéticos  con distancias entre 
los distintos loci. Estas distancias se expresan en centimorgans (cM), siendo 1 cM  
la distancia genética en la que se produce un entrecruzamiento por cada 100 
meiosis). En cuanto a correlación entre distancia física y genética se ha 
considerado históricamente que 1 cM es igual a 1 Mb, aunque por los últimos datos 
disponibles del Proyecto Genoma Humano la equivalencia es de 700 kb 
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Esta medida es 
aproximada ya que se ha demostrado que existen regiones cromosómicas más 
susceptibles a sufrir recombinación (puntos calientes de recombinación); en 
general es mínima en el centrómero y aumenta hacia el telómero. También es más 
alta en mujeres que en varones. 
 
1.7.2.1.1.-Análisis de ligamiento 
Mediante el análisis de ligamiento genético es posible disponer de un mapa 
genético que muestre la posición relativa de distintos loci basándose en la 
frecuencia de recombinación. La construcción de un mapa genético requiere de la 
existencia de marcadores  genéticos distribuidos por toda la extensión del genoma. 
Los marcadores genéticos son polimorfismos del DNA o de proteínas que se 
heredan de forma mendeliana, variables en la población. La informatividad de un 
marcador viene dada por su polimorfismo midiéndose a través de la heterizigosidad 
(frecuencia de heterozigotos) o través del contenido de información polimórfica 
(P.I.C.: refleja la proporción de entrecruzamientos parentales informativos que 
podemos obtener con un marcador). Cuanto mayor sea la informatividad o P.I.C. 
de un marcador, mayor será la probabilidad de definir la fase de segregación de los 
alelos en una genealogía. Dentro de estos marcadores polimórficos, los más útiles 
son los marcadores microsatélites ya que con ellos se pueden detectar individuos 
heterozigotos, realizar una búsqueda de sucesos recombinantes y construir 
haplotipos con mayor facilidad. Los microsatélites son repeticiones cortas en 
tándem de dos a cinco nucleótidos que se encuentran repartidas a lo largo del 
genoma. Los más frecuentes son los dinucleótidos del tipo (CA)n ([dC-dA]n·[dG-
dT]n). Constituyen los marcadores más utilizados para localizar un determinado 
gen en un cromosoma o región cromosómica ya que se pueden caracterizar con 
gran facilidad por PCR. 
El método estadístico utilizado en el análisis de ligamiento es el análisis de 
ligamiento bipuntual o LOD SCORE para determinar si dentro de una familia una 
enfermedad y los marcadores se transmiten de manera independiente o no. El LOD 
SCORE  o Z es el logaritmo de la probabilidad relativa de que dos loci estén 
ligados para una determinada fracción de recombinación θ (% de descendencia que 
es recombinante), calculándose como el cociente entre la probabilidad de que estén 
ligados siendo su fracción de recombinación θ entre 0,00 y 0,40, y la probabilidad 
de que no estén ligados siendo su fracción de recombinación de 0.5. La fracción de 
recombinación varía entre 0 ( para loci que estén muy próximos) y 0.5 para loci 
lejanos o que se encuentren en cromosomas distintos. Por ello diremos que dos loci 
están ligados sólo si θ es menor de 0,5. El valor a partir del cual se considera que 
hay ligamiento significativo es Z ≥ 3 (mil o más probabilidades contra una de que 
haya ligamiento). Un valor inferior a –2 se considera definitivo para descartar  el 
ligamiento. Dado lo complicado que resulta hacer los cálculos para obtener los 
valores de las puntuaciones LOD manualmente es necesario el uso de paquetes 
estadísticos con programas informáticos como el LINKAGE (Ott, 1974) o sus 
versiones más actuales, FASTLINK 2.1, empleado en nuestros estudios (Schaffer, 
1996). 
 
1.7.2.1.2.- Cartografiado por homozigosidad 
En enfermedades recesivas de baja frecuencia, el cartografiado por 
homozigosidad en familias consanguíneas (Farrall, 1993) constituye una 
aproximación muy útil y eficaz para refinar los datos que nos aporta el análisis de 
ligamiento de familias nucleares a la hora de cartografiar el gen mutante. La 
probabilidad de que un paciente con padres consanguíneos sea homozigoto por 
ascendencia para la mutación es inversamente proporcional a la frecuencia de la 
enfermedad en la población. Cuanto más se aproxima el coeficiente de endogamia 
de los padres a la tasa de portadores de la enfermedad en la población menos 
pausible es la hipótesis de homozigosidad. 
 Cuando el gen causante de una enfermedad recesiva está cartografiado y se 
pueden construir haplotipos extensos de diversos marcadores ligados en las 
familias, es de esperar que los pacientes con padres emparentados sean 
homozigotos por ascendencia tanto para la mutación como para los haplotipos que 
se encuentran en la región de ligamiento. El razonamiento inverso también es 
válido: dado un paciente homozigoto para un haplotipo ligado a la enfermedad, 
puede inferirse la homozigosidad  por ascendencia para la mutación aunque la 
consanguinidad de los padres sea lejana o desconocida (Monros et al., 1994). Por 
lo tanto, la observación de pérdida de homozigosidad para más de un marcador 
contiguo en pacientes hijos de padres consanguíneos u homozigotos por 
ascendencia es una forma de inferir la existencia de sucesos recombinantes 
anteriores o ancestrales  no observables directamente en la generación actual. De 
este modo el cartografiado por pérdida de homozigosidad permite mapear de forma 
más refinada el gen respecto a los marcadores ligados, al aumentar de forma 




1.7.2.1.3.-  Genes candidatos 
Los genes que se encuentran dentro de la región cromosómica crítica serán 
los genes candidatos, con lo hay que demostrar que están asociados a la 
enfermedad en cuestión. Para elegir uno de ellos respecto al resto es esencial 
conocer las características clínicas de la enfermedad y, sobre todo, los 
conocimientos fisiopatológicos que se tengan de ella. 
Para que un gen candidato sea considerado la causa de una enfermedad 
debe demostrarse que realmente está mutado en las personas afectadas. La 
combinación de la información de la localización cromosómica y de genes 
previamente ubicados en la región crítica candidata se denomina estrategia del 
candidato posicional. La búsqueda de mutaciones comporta examinar muestras de 
DNA de un número importante de pacientes e individuos control. El primer paso es 
amplificar la parte del DNA codificante. Los productos de amplificación de cada 
individuo son sometidos a un estudio para detectar mutaciones puntuales. Existen 
numerosos métodos para la búsqueda de mutaciones como son: el análisis de los 
polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCPs), el estudio de la 
movilidad del heteroduplex por electroforesis en gel de poliacrialmida, las técnicas 
de clivaje enzimático o químico, o el test de la proteína truncada (Strachan and 
Read, 1999). Cada variante de secuencia que se detecta debe ser analizada por 
secuenciación del DNA. El objetivo final es demostrar la existencia de mutaciones 
específicas en el paciente que se espera ejerzan un efecto patogénico sobre la 
expresión o función del gen en cuestión. 
 
1.8.- PERSPECTIVA BIOLÓGICA DE LAS NEUROPATÍAS PERIFÉRICAS 
HEREDITARIAS 
Las proteínas defectuosas en CMT se expresan, bien en la célula de 
Schwann, bien en la neurona, concretamente en el axón. Aún con variaciones 
fenotípicas y en la historia natural de las distintas formas genéticas, el cuadro 
clínico global de síndrome clásico de atrofia muscular peroneal se mantiene. Los 
datos que vienen acumulándose sugieren que la degeneración axonal juega un 
papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad en sus distintas variantes. 
Incluso en la formas desmielinizantes, la interacción célula de Schwann-axón está 
alterada, lo que puede causar cambios significativos en la fisiología axonal. 
Cambios en la naturaleza de esta interacción, provoca alteraciones en la densidad 
de los neurofilamentos, en el transporte axonal y fosforilación y como 
consecuencia degeneración axonal. El hecho de que las desmielinización de células 
de Schwann pueda producir un daño axonal es importante para el tratamiento de la 
neuropatía CMT. La regulación de la mielinización es compleja y mutaciones en 
diferentes genes pueden tener efectos distintos en la célula de Schwann. A tenor de 
estos hechos, el tratamiento de los efectos patológicos de la célula de Schwann 
puede ser difícil y complicado; sin embargo, la actuación terapéutica sobre el axón, 
incluso de una manera preventiva, podría aplicarse a situaciones clínicas de distinta 
etiología génica. En este sentido, se puede plantear el uso de factores de 
crecimiento nervioso tales como el GDNF (“glial derived growth neurotrophic 
factor”) del que se conoce que es capaz de rescatar neuronas motoras degenerativas 
(Oppenheim et al., 1995; Yan et al., 1995). El futuro desarrollo de nuevas terapias 
está supeditado, sin duda, al conocimiento de la interacción entre la célula de 
Schwann y el axón neuronal. En parte, este conocimiento está siendo aportado por 












El objetivo de la tesis doctoral es profundizar en el conocimiento de 
las bases genéticas y moleculares de la enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth, especialmente de las formas con herencia autosómica recesiva. En 
este sentido, nos planteamos como objetivos concretos los siguientes: 
 
1. Análisis genealógico y genético de una serie de 320 familias con 
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth seleccionando las formas con 
herencia autosómica recesiva (CMTAR). 
 
2. Cartografiado genómico y aislamiento del gen mutante responsable 
de una variante clínica de enfermedad de Charcot-Marie-Tooth 
caracterizada por herencia autosómica recesiva, neuropatía axonal 
grave y parálisis de cuerdas vocales. 
 
 
 3.1.- PACIENTES 
Estudiamos las genealogías de 320 familias remitidas a nuestro laboratorio  
por neurólogos y/o genetistas con el diagnóstico de neuropatía sensitivo-motora 
hereditaria o enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, clasificándolas según el patrón 
de herencia mendeliana. De ellas, seleccionamos 13 que mostraban un patrón de 
herencia autosómica recesiva (dos o más hermanos afectados y/o consaguinidad 
paterna). En las trece familias había  39 enfermos, de los cuales 26 eran varones y 
13 eran mujeres (Fig.5). 
El diagnóstico de la enfermedad en estas 13 familias con CMT-AR se 
realizó mediante estudios clínicos, electrofisiológicos y en ocasiones 
anatomopatológicos. 
Todas las muestras humanas utilizadas para la realización de este trabajo se 
obtuvieron con el consentimiento de los enfermos y familiares y  siguiendo las 












Fig.5.- Árboles genealógicos de las trece familias con CMT-AR analizadas en este estudio. La 
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3.2.-EXTRACCIÓN DEL DNA  
El DNA genómico de cada uno de los individuos analizados se obtuvo a 
partir de 10-20 ml de sangre periférica. La extracción del DNA se realizó según el 
método clásico de digestión enzimática con proteinasa K y purificación con una 
mezcla de fenol:cloroformo:isoamílico, seguido de precipitación con etanol. 
(Kunkel et al., 1982). 
 
3.3.-Análisis de ligamiento 
La localización genética de los loci en los cromosomas se realizó mediante 
análisis de ligamiento. Para el posterior refinamiento del intervalo crítico candidato 
se utilizó el cartografiado por homozigosidad (Lander and Botstein, 1987). El 
método estadístico utilizado en el cartografiado genético (Ott, 1974; Ott, 1985) es 
LF302 LF249  
  
LF325  LF327  
el análisis de ligamiento bipuntual, LOD SCORE o Z, para determinar si dentro de 
una familia una enfermedad y 1 ó 2 marcadores se transmiten de manera 
independiente o no. El valor a partir del cual se considera que hay ligamiento 
significativo es Z ≥ 3 (mil o más probabilidades contra una de que haya 
ligamiento). Un valor inferior a –2, se considera suficiente para descartar  el 
ligamiento. Para el análisis de ligamiento bipuntual se utilizó el programa MLINK 
del paquete FASTLINK 2.1 (Lathrop and Lalouel, 1984), asumiendo herencia 
autosómica recesiva. La frecuencia para el alelo de la enfermedad se estimó en 
0.0001 y la penetrancia como completa (100%). La tasa de mutación del gen se 
estableció en cero. Los valores de Lod se calcularon en fracciones de 
recombinación iguales para hombres y mujeres. Para excluir el cromosoma X, se 
utilizó el análisis de ligamiento multipuntual (Lathrop et al., 1985). El análisis de 
ligamiento multipuntual nos permite establecer el orden más probable de diferentes 
loci en una región cromosómica. Para ello utilizamos la subrutina LINKMAP del 
programa LINKAGE 5.1. El valor Lod así obtenido es equivalente al del análisis 
bipuntual ya que las distancias genéticas entre marcadores son fijas y, por tanto, 
sólo se estima de este modo un único parámetro (Keats et al., 1989). 
Los marcadores microsatélites utilizados se obtuvieron a partir de los 
mapas genéticos disponibles en las bases de datos de Généthon (Dib et al., 1996),   
y del cooperative Human Linkage Center (CHLC). El análisis de ligamiento 
multipuntual del cromosoma X se realizó mediante marcadores microsatélites del 
Human ScreeningSet/Weber v.6 (Genetic Research). 
 
3.3.1.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 Las PCRs se llevaron a cabo a partir de DNA genómico total utilizando los 
distintos marcadores microsatélites. La información a cerca de los distintos 
marcadores se encuentra resumida en las tablas. Las PCRs se realizaron a cabo con 
programas  que comprendían 35 ciclos, y consistían en una desnaturalización 
inicial de 94ºC/1 mn, una hibridación entre 55-70ºC/1 mn  y una extensión de 
72ºC/1mn. Además contaban con una desnaturalización inicial de 94ºC/5mn y una 
extensión final de 72ºC/7mn. 
3.3.2.-Electroforesis en geles de poliacrilamida 
La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) posibilita una alta 
resolución de ácidos nucleicos de bajo peso molecular, siendo muy útil en la 
separación de fragmentos de DNA tamaño inferior a 500 pb. También permite la 
buena resolución de fragmentos de tamaños muy parecidos (pueden separarse 
fragmentos que difieren en un solo par de bases). Se utilizó para la separación de  
los fragmentos de DNA obtenidos tras la amplificación por PCR de DNA 
genómico con los marcadores microsatélites utilizados en este estudio. La 
detección se realizó mediante tinción con plata siguiendo el protocolo descrito por 
(Monros et al., 1996; Bort et al., 1997). 
Tabla 3.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT1A (17p11.2)   
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño(pb) Het Tª Hibridación 
D17S921 CTTGGACTCCTACAAATCCTGGCA 
GGCCACCATAATCATGTCAGACAAT












*ND: no disponible 
Tabla 4.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT1B (1q22-23) 
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño (pb) Het Tª Hibridación
APOA2 GATTCACTGCTGTGGACCCA 
GGTCTGGAAGTACTGAGAAA












*ND: no disponible 
Tabla 5.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT2A (1p35-36) 
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño (pb) Het Tª Hibridación
D1S244 GAGCAGCACCGTACAAAT G 
AGCTCCGCTCCCTGTAAT 













Tabla 6.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT2B (3q13-22) 
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño (pb) Het TªHibridación 
D3S1551 TGCAATTACAGGCAATTCTT               
AGCTAGTACCATGCCCTGCT 











Tabla 7.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT4B (11q23) 
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño(pb) Het TªHibridación 
D11S919 CACCCTAAAACTGTGGATG 
GGGAAATGTAGCAAGGC 



































Tabla 8.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT4C (5q23-33) 
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño(pb) Het TªHibridación 
D5S658 TTTGAAGGGCACTACGAAGATCCTC 
ATTCTCTATTGGAGCCAAGCCAAG 











































Tabla 9.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT4-LOM (8q24) 
Nombre Cebador ( 5’→3’) Tamaño(pb) Het TªHibridación 
D8S557 CAGGGTACAGACATGCTTG 
CCTGGGGTCCTAGAGATTT 















































































Tabla 10.- Marcadores utilizados ligados al locus CMT4A (8q13-21) 






D8S543 TGGTGTCATTGCTTTCTAGTCTTGCACAGGTGAGTAAATTTGTAA 132 0.75 3 Dinucleótido 
D8S530 GCAGGGTTGGGTGATGGCTTGGGCTCAGAGGC 221 0.82 5 Dinucleótido 
D8S1807 CCAAAACATTGCTCCCCGCCTGTCC CTAGTTC 226 0.74 4 Dinucleótido 
D8S279 AAACACAGGTCTGTAGGATTTTAGTGTGTCAGGTCGGGGTG 229-257 0.88 4 Dinucleótido 
D8S286 GCTGTTTATTTGCCCATGTGCATGAAACTGTCACTGAGA 220-238 0.82 4 Dinucleótido 
D8S526 TTTGGGAGTCGAATTTGTCCATCCATTGATTCATAA 233-239 0.50 2 Dinucleótido 
D8S551 CCACAAAGGACTTTCAGTTACGACAGTTACCAAGACATTATAGGCAC 253-285 0.66 4 Dinucleótido 
D8S1829 AGCTTCGATCAACCTTTTAACGTCAATCAATCAATCAATC 101 0.64 4 Dinucleótido 
D8S1474 AGGAATGAGCAAGGACACCTAATTCAAAATAGCTAGAAGAATTGC 180 ND 3 Tetranucleót ido 
D8S541 CTGCCTGTATTACTCAGGGTCCTCAGCCTGTAGGTGG 194-228 0.75 6 Dinucleótido 
D8S84 CGAAAGTTCAGAGATTTGCA
ACATTAGGATTAGCTGTGGA
181-195 0.63 4 Dinucleótido 
D8S275 AAATCGCTAGAAAATGTCCATCACACCTGGGAATTAGAAG 139-157 0.76 5 Dinucleótido 




3.4.-RASTREO DE LA GENOTECA HUMANA DE PACS RPCII,3-5 
La genoteca genómica humana de PACs (cromosoma artificial derivado  de 
P1) RPCII,3-5 (nº 704) está formada por cuatro segmentos distintos: el segmento 
número 1 que está constituido por 39 “pools” primarios (PP), el segmento 3 por 25 
PP, el segmento 4 por 36 PP y el segmento número 5 por 48 PP etiquetados 
sucesivamente de RCPI704PP1 a RCPI704PP148. Para la obtención de clones que 
cubriesen la zona en estudio, 8q13-8q21, se realizó un rastreo mediante PCR 
directa sobre los 148 pools utilizando los marcadores (STR) que nos delimitaban la 
zona. Toda la información sobre esta genoteca se encuentra disponible en la   
siguiente dirección de Internet:  
http://www.rzpd.de/cgi/bin/db/showLib.pl.cgi/response?libNo=704.  
 
3.5.-MARCAJE DE SONDAS 
El marcaje de las sondas se hizo con digoxigenina-11-dUTP, que se incorpora al 
DNA de la sonda mediante replicación de ésta por el fragmento Klenow de la polimerasa, 
utilizando como cebadores una mezcla de hexanucleótidos al azar. El protocolo que se 
siguió fue el recomendado por el kit comercial DIG DNA Labeling and Detection Kit 
nonradioactive (Roche Diagnostics). En el caso de la sonda utilizada para el Northern-Blot 
(cDNA de GDAP1 de 1.015 pb) se marcó radioactivamente utilizando el Kit Rad Prime 
DNA Labeling System (Life Technologies). 
En el caso de los oligonucleótidos utilizados para la RT-PCR, mGDAP3 y 
GDAPH-Control, así como los ASOs se marcaron con  terminal transferasa, (TdT) 
enzima que cataliza la incorporación de nucleótidos, en este caso marcados con 
digoxigenina 11-dUTP al extremo 3' del DNA tanto de doble como de simple 
cadena. Para ello se utilizó un kit comercial (Roche Diagnostics). 
 
  
3.6.-TRANSFERENCIA DE  SOUTHERN 
Las muestras de DNA, genómico o producto de PCR, según interese, se 
corrieron en geles de agarosa al porcentaje adecuado (0.8-1.5%) según el tamaño 
de DNA que se quiera separar. Después,las muestras se transfieron a una 
membrana de nylon cargada positivamente (Roche Diagnostics), mediante 
transferencia neutra y posteriormente se hibridó la membrana con la sonda de 
interés (Southern, 1975). 
 
3.7.-ANÁLISIS DEL GEN GDAP1 
 
3.7.1.-Rastreo de una genoteca de cDNA de cerebro fetal humano. 
 Con el fin de aislar  un cDNA que nos  permitiese caracterizar el gen 
GDAP1 se realizó un rastreo de una genoteca de cDNA de cerebro fetal humano 
(Human Fetal Brain cDNA library in the Lambda ZAP® II vector, Stratagene). Para 
ello se siguieron varios pasos: titulación, sembrado, transferencia a filtros de nylon,  
prehibridación e hibridación con una sonda (un fragmento de PCR  de 1.015 pb 
diseñado a partir de la ORF del mRNA del GDAP1 (GenBank no.XM005273) 
(Sambrook et al., 1989). La extracción de DNA plasmídico se realizó mediante 
lisis alcalina standard de minipreps (High Pure Plasmid Isolation kit, Roche 
Diagnostics). 
  
3.7.2.- cDNA y estructura genómica 
En la base de datos GenBank, la secuencia de mRNA correspondiente a 
GDAP1 (Y17849) está incompleta, no contiene secuencias 5’ UTR ni 3’UTR. La 
presencia de ESTs se investigó en la base de datos de la Universidad de Santa 
Cruz, en las direcciónes de internet: http://genome.ucsd.edu/, 
http://www.ensembl.org  del “ Welcome Trust Sanger Institute” y EMBL-EBI en la 
dirección http://www.ebi.ac.uk/embl/.  
Un EST de 2505 pb, AL110252, localizado  344 nucleótidos después del 
codón de parada  de GDAP1 contenía varias posibles señales de poliadenilación 
pero sin ninguna ORF. Para enlazar la secuencia del exón 6 y la secuencia del EST 
AAL110252, se realizó una primera PCR a partir de cDNA de una genoteca de 
cerebro humano fetal (Stratagene, California), con los cebadores  mGDAP5D y 
mGDAP8R  y posteriormente una PCR anidada utilizando como cebadores 
mGDAP5D  y mGDAP7R.  (Tabla 11). 
 
Tabla 11.- Cebadores utilizados para  enlazar el exón 6 con el EST AL110252 
Nombre del 
cebador 
Secuencia Posición  
mGDAP5-D C5 GAAAGAGGCT TGGCAGCATG ATATTAGC Exón 6 
 
 
mGDAP8-R C6 CCTCTGGATGGTCATGTCCAG AL110252 
 
 
mGDAP7-R C8 GGTG TCTGGTGGGT AGCAGGC AL110252  
 
 
Fig.6.-Ubicación de los cebadores en el cDNA de GDAP1 
 
La secuencia de GDAP1 contiene una ORF de 1077 nt. Para establecer la 
estructura exón-intrón, comparamos la secuencia del cDNA con la secuencia 
genómica mediante el programa BLASTn.  Posteriormente, diseñamos cebadores 
específicos derivados de los extremos 5’ y 3’ de las secuencias intrón-exón (tabla 
12)  amplificamos y secuenciamos los 6 exones del gen a partir de DNA genómico. 
Tabla 12.- Cebadores utilizados para amplificar  los 6 exones del gen GDAP1 
Exón 
 TAG AATAAATG 











Nombre Cebador 5’→3’ Tª de Hibridación 
























3.8.-ESTUDIOS DE EXPRESIÓN DEL GEN 
La expresión del gen se determinó mediante análisis del mRNA empleando 
para ello dos aproximaciones:  Northern-blot y amplificación por PCR sobre cDNA 
sintetizado a partir de RNA total de tejidos humanos y murinos (RT-PCR). 
 
3.8.1.-Aislamiento de RNA 
El RNA total de distintos tejidos, humanos y murinos, se aisló por el 
método de tiocanato de guanidino (Chomczynski and Sacchi, 1987) utilizando el 
kit de extracción RNeasyTM (Quiagen) siguiendo las indicaciones  del fabricante. 
 
3.8.2.-Northern –Blot 
Se hibridó una membrana comercial que contenía ARN-poli (A)+ de 12 
tejidos humanos (Human 12-Lane MTN TM Blot II, nº Cat #7784-1, Clontech) 
Como sonda se utilizó un fragmento de PCR  de 1.015 pb diseñado a partir de la 
ORF del mRNA del GDAP1 (GenBank no. XM005273) marcada 
radioactivamente.  
 
Tabla 13.- Cebadores utilizados para generar  la sonda utilizada en el Northern-
blot 
Nombre del cebador Secuencia Posición  
RT-GDAP1-D  ATGGCTGAGAGGCAGGAAGAG Exón 1 C1 
 
 
mGDAP6-R      GCAT TTAGACCCAG ACC Exón 6 C7 
 
 
mGDAP1-D     CGCGGAGG TTAAGCTCAT TC Exón 1 C3  
 
3.8.3.- RT-PCR:  
Se llevó a cabo empleando 1 μg  de RNA total, obtenido de distintos 
tejidos según el caso, un oligo dT como cebador y transcriptasa inversa MMLV 
(Life Technologies). A continuación, se amplificó 1 μL de la reacción con una 
pareja de cebadores específica del gen diseñados a partir de la secuencia del cDNA 
del GDAP1 humano (GenBank no.XM005273). Estos cebadores tienen una 
homología del 100%  con la secuencia murina homóloga Gdap1. Como control se 
utilizó  una pareja de cebadores que detecta los cDNA de los genes GAPDH 
(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) humano y de ratón. Ninguna de estas 
parejas de cebadores da lugar a amplificación sobre DNA genómico. Los productos 
de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% y se transfirieron e hibridaron 
posteriormente con los sondas  adecuadas para confirmar su identidad (mGDAP3-
D y GAPDH-control, respectivamente) (tabla 14). 
 
Tabla 14.- Cebadores utilizados para la RT-PCR de tejidos murinos y humanos 
Nombre del 
oligonucleótido 
Secuencia Posición  
RT-GDAP1-D (cebador) ATGGCTGAGAGGCAGGAAGAG Exón 1 C1  
 
RT-GDAP1-R  (cebador) GTCCTTATCCACGGGGAAAAC Exón 2 C2 
 
 
mGDAP1-3D    (sonda)  CTCAT TCTGTACCAT TGGACGC Exón 1 C4 
 
 
GDAPH-D (cebador) GCGAGATCCCTCCAAAATCAA  
 
 
GDAPH-R (cebador) GGGTGTGAACCATGAGAAGTATGACA  
 
 
GDAPH-control (sonda) GGGTCATCATCTCTGCCCCC   
3.9.-Análisis de MUTACIONES en LOS genES GDAP1 Y NDGR1 
Los 6 exones del gen GDAP1 se amplificaron a partir de DNA genómico 
utilizando cebadores específicos derivados de los extremos 5’ y 3’ de las 
secuencias intrón-exón (tabla 12). 
En el caso del análisis de la mutación R148X del gen NDGR1 se amplificó 
el exón 7 con los cebadores descritos por los autores (Kalaydjieva et al., 2000). 
 
3.9.1.-SSCPs 
El cribado mutacional  se llevó a cabo empleando la técnica de SSCPs 
(single strand conformation polymorphism)  (Orita et al., 1989). Se basa en el 
hecho de que la migración de los fragmentos de DNA en un gel de poliacrilamida 
en condiciones no desnaturalizantes depende tanto de su tamaño como de la 
estructura que adoptan las hebras de DNA de cadena sencilla se pliegan sobre si 
mismas adoptando una estructura que depende de su secuencia; un cambio en la 
secuencia de una sola base puede provocar una estructura diferente a la de la 
cadena salvaje, y por tanto un patrón de movilidad electroforética distinto. La 
electroforesis de los fragmentos de PCR se llevó a cabo en geles de 
poliacrilamida:bisacrilamida (29:1) al 12%,  con o sin glicerol, a Tª ambiente y a 
1000-1500 voltios durante 20 horas. La detección de los geles se realizó mediante 
tinción con plata. 
 
3.9.2.-Análisis de restricción 
 Para la digestión de los productos de PCR, en los casos que se utilizó para 
confirmar mutaciones, tras la amplificación,  se tomaron 10 μl de la PCR, 2.5 μl del 
tampón recomendado por la casa comercial para el enzima utilizado, 20U de 
enzima y la cantidad necesaria de H2O para completar hasta un volumen final de 25 
μl . Los tubos de digestión se dejaron en un baño a la temperatura óptima para cada 
enzima de 4 a 24 horas. Los productos se analizaron en un gel de poliacrilamida al 
12% durante 4 horas. 
 3.9.3.-Hibridación de dot-blot utilizando sondas ASO de GDAP1 
(oligonucleótido específico de alelo). 
Se confirmó la inserción del exón 6 mediante hibridación de manchas de 
puntos utilizando ASOs. Los ASO se utilizan frecuentemente como sondas de 
hibridación específicas de alelo. Uno de los oligonucléotiodos es específico  del 
alelo normal e idéntico a una secuencia de DNA. El otro es especifico del alelo 
mutante  con secuencia idéntica al fragmento equivalente en el alelo mutante. 
Diseñamos un oligonucléotido que hibrida con una secuencia específica de modo 
que basta una base apareada incorrectamente  para que la hibridación ya no se 
produzca. Los ASO se marcaron con terminal transferasa e hibridaron por separado  
a 42ºC, con muestras desnaturalizadas de DNA depositadas como puntos. Los 
lavados se realizaron con solución TMACI (Sigma) a 65ºC durante 20 minutos, dos 
veces. La secuencia de los oligonucleótidos utilizados es: 
ASO ex 6: tipo salvaje 
5’-GAAGAGAAAAACTTTAACAAG-3’ 
 
3.9.4.-Secuenciación de DNA 
La secuenciación de los fragmentos de PCR de interés purificados (QIAEX 
II Gel Extraction Kit, QUIAGEN)  y de los fragmentos clonados en  el vector 
pGEM-T se llevó a cabo en un secuenciador automático ABI PRISM-3100 
(Perkin-Elmer Applied Biosystems, inc) utilizando un kit de secuenciación con 
terminadores marcados (Dye-terminator cyclesequencing kit,  Perkin-Elmer ). Los 
resultados se analizaron con el programa de análisis Chromas 161. 
 
9.10.-BASES DE DATOS 
Para la realización de este trabajo ha sido de gran utilidad la enorme 
cantidad de información que está siendo generada en los proyectos Genoma. Las 
principales bases de datos  que se han utilizado  son: 
ASO ex 6: mutante 
5’-GAAGAGAAAAAACTTTAACAAG-3’ 
-Généthon, que contiene mapas genéticos humanos basados en marcadores  
microsatélites en : http://www.genethon.fr  
- CHLC (Cooperative Human Linkage Center) que contiene un servidor de 
genotipos, datos de marcadores y ligamiento, en la dirección: http://www.chlc.org 
- GDB (bases de datos del genoma). Es la principal base de datos relacio-
nada con el cartografiado genético humano. Se encuentra en la dirección  
http://www.gdb.org 
- GenBank (Benson et al., 1993) accesible en la dirección de internet 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
- Human Working Draft  en la dirección : (http://genome.cse.icsc.edu ) 
- Welcome Trust Sanger Institute en  http://www.ensembl.org 
- EMBL-EBI en la dirección http://www.ebi.ac.uk/embl/ 
- dbEST (Expressed Sequence Tag database) en la dirección: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.htlm.  
  - Programas de BLAST (Basic Local Alignment Tool) NCBI BLAST 
Search en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, para determinar el grado de  
similitud de una secuencia de DNA o proteína con las secuencias presentes en las 
bases de datos. 
 
Números de acceso al GenBank:  
cDNA GDAP1: Y17849, proteína GDAP1: CAA76892. cDNA R3HDM: D45027, 
y proteína R3HDM:BAA25066. cDNA LOC83690:AF142573 y proteína 
LOC83690: AAG43287. cDNA HNF4γ: Z49826 y proteína HNF4γ:CAA89990. 
cDNA MGC3129: BC0914 y proteína MGC3129: AAH9014. 
 
Secuencias referencia NCBI (RefSeq) para GDAP1: 





4.1.- ANÁLISIS GENEALÓGICO DE LA SERIE. PATRONES DE 
HERENCIA. 
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth y las neuropatías relacionadas 
presentan una gran heterogeneidad clínica y genética mostrando además los 
patrones de herencia mendeliana más frecuentes. Estudiamos las genealogías de 
320 familias remitidas a nuestro laboratorio con el diagnóstico de neuropatía 
sensitivo-motora hereditaria o enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, clasificándolas 
según el patrón de herencia mendeliana. Las familias se clasificaron en: 1) herencia 
autosómica dominante, cuando hay varias generaciones de enfermos, afecta tanto a 
varones como a mujeres y hay transmisión varón-varón; 2) herencia autosómica 
recesiva, cuando hay dos o más hermanos afectados y/o consaguinidad paterna,  3) 
ligada al cromosoma X, sólo hay varones enfermos, distribuidos en varias 
generaciones y con transmisión vía materna, y 4) casos aislados, cuando sólo el 
caso índice presenta la enfermedad. De las 320 familias 185 presentaban una 
herencia autosómica dominante, 13 presentaban un patrón de herencia autosómica 
recesiva, 24  tenían un patrón de herencia ligado al cromosoma X y 98 eran casos 
aislados. Observando estos datos podemos recalcar la baja frecuencia de las formas 
autosómico recesivas dentro de nuestra serie, aunque si bien en los casos aislados 
podrían encontrarse alguno con este tipo de herencia no conocida por nosotros por 
falta de datos. 
 
4.2.- FENOTIPOS CLÍNICOS EN CMTAR 
 
 Las 13 familias con un patrón de herencia autosómica recesiva no tenían 
ningún tipo de parentesco entre ellas. En total había 39 enfermos ( 26 varones y 13 
mujeres) y 13 hermanos sanos. De estas trece familias, seis eran de etnia gitana. El 
estudio clínico, electrofisológico e histopatológico permitió dividir las familias en 
dos grupos: 10 familias  presentaban una neuropatía CMT1 o desmielinizante y 3 
familias mostraban una neuropatía  CMT2 o axonal. En su conjunto, había dos fe- 
notipos que destacaban, la neuropatía sensitivo-motora hereditaria con sordera 
(NSMH-Lom) en dos familias gitanas (LF175 y LF325) y una neuropatía asociada  
con disfonía y parálisis de cuerdas vocales en las tres familias con forma axonal 
(LF20, LF38 y LF249). Disponíamos además de tres casos aislados que 
presentaban un fenotipo clínico muy similar, las familias LF321, LF363 y LF364. 
 
4.2.1.- Fenotipo en familias de etnia gitana y CMT con sordera 
 La neuropatía sensitivo-motora Lom (HMNS-Lom) es una forma de CMT 
desmielinizante con patrón de herencia autosómica recesiva descrito originalmente 
en familias búlgaras de etnia gitana y, más tarde, en familias de otros países 
europeos de origen romaní, caracterizándose por desarrollar una sordera en la 
tercera década de la vida.  
 Disponíamos de 4 familias de origen gitano en dos de las cuales se detectó 
posteriormente la mutación Lom. Cuatro pacientes procedentes de estas dos  
familias (LF175 y LF325) presentaban esta neuropatía HMNS-Lom (ver datos de 
estudios genéticos). El estudio clínico y electrofisiológico de los padres fue normal. 
En las tablas 15 y 16 se resumen los datos clínicos y electrofisiológicos, 
respectivamente. La enfermedad se caracteriza por debilidad muscular y atrofia, 
deformidades en pies y manos, arreflexia tendinosa, pies cavos y escoliosis. 
También presentan pérdida sensitiva. Las velocidades de conducción nerviosa, 
motoras y sensitivas, se encontraban o muy disminuidas o ausentes en los cuatro 
pacientes. La enfermedad aparece en la primera década de vida. Una característica 
invariable de este tipo de neuropatía es la aparición de sordera en la tercera década 
de vida. En el caso de los pacientes de la familia LF175, debido a que en el 
momento del estudio clínico tenían 12 y 14 años esta sordera todavía no estaba 
presente. En el caso de la familia LF325, los pacientes tenían 25 y 21 años de edad 
y presentaban en el momento del estudio una hipoacusia bilateral progresiva. 
Únicamente teníamos el estudio anatomopatológico de una paciente, II.1, de la 
familia LF175. El resultado de la biopsia de nervio sural era una gran reducción de 
fibras mielinizadas e hiperplasia concéntrica de células de Schwann. 
 Tabla 15.-  Caraterísticas clínicas de los pacientes con HMNS-Lom 
Signos y síntomas LF175 II.1 LF175 II.2 LF325 II.1 LF325 II.2 






Edad de aparición 1 año y medio 4 años 2 años 8 años 
Debilidad músculos 
distal y proximal Distal Distal Distal Distal 
Arreflexia tendinosa Si Si Si Si 
Dismetría Si Si Leve, bilateral No consta 
Pérdida sensitiva     
Vibratoria Si Si Disminuida Disminuida 
Posicional Si Si Alterada Alterada 
Touch Si Si Conservada Conservada 
Pies cavos Si Si Si Si 
Escoliosis Mediana Mediana Si, severa Si, severa 
Pérdida de audición No No ¿? ¿? 
 
Tabla 16.- Características electrofisiológicas de los pacientes con HMNS-Lom 































hecho    20.6 
LF175 
II.2 Ausente Ausente  Ausente Ausente    9.55 
LF325 
II.1 18 Ausente 10 13.2 Ausente 8.4 Ausente   
LF325 




4.2.2.- Fenotipo CMT2 axonal con disfonía y parálisis de cuerdas vocales 
De las trece familias que tenían un patrón de herencia autosómica recesiva, 
tres de ellas presentaban un fenotipo CMT axonal asociado con disfonía y parálisis 
de cuerdas vocales (CMTAR-PCV) (LF20, LF249 y LF38). 
 El cuadro clínico se caracteriza por la aparición en la primera infancia de 
debilidad en los miembros inferiores y superiores e incapacidad para caminar al  
final de la primera década de vida. En las familias LF20 y LF249, se observó 
disfonía en todos los enfermos y se constató parálisis de cuerdas vocales por 
inspección laringoscópica directa en los dos probandos. Los nervios periféricos no 
fueron excitables pero la velocidad de conducción motora nerviosa en los nervios 
axilares era normal (tabla 17). Las biopsias de nervio sural nos confirmaron 
hallazgos de degeneración axonal (Fig.6). En la familia LF38 los potenciales de 
acción motores estaban ausentes. Las velocidades de conducción motora  se 
encontraban ligeramente reducidas en los nervios distales cubital y mediano 
mientras que estaban en el rango de la normalidad en los nervios medianos 
proximales. Los tiempos de latencia se encontraban dentro del rango normal (tabla 
18). Estos datos  confirman que la lesión primaria es en el axón. 
 
Tabla 17.- Estudio electrofisiológico del nervio axilar en los probandos de las 
familias LF20 y LF249  
 LD (5,3 ms) CMAP (>8,5 mV) 
Familia LF20, II:4 3,2 4,5 
Familia LF249, II:2 3,7 13,3 








Tabla 18.- Estudio electrofisiológico en los probandos de la familia LF 38 





























IV:1 41* 1,4 5,1 42 0,8 4,4 NR NR 
IV:14 44,6 0,8 3,9 43,7 0,9 2,9 NR NR 
* VCN proximal del n. mediano = 58 m/s; () valores normales; CMAP = siglas en inglés de 
potencial de acción compuesto motor; SNAP = siglas en inglés de potencial de acción sensitivo; LD 











Fig. 6.- Análisis histopatológico de un paciente con CMTAR-PCV. Cortes semifinos y tinción con 
azul de toluidina. Se observa una disminución en el número de fibras mielínicas grandes y 
degeneración axonal. 
 
4.3.- ANÁLISIS GENÉTICO DE LA NSMH-LOM 
4.3.1.- Estudio de la mutación Lom en el gen NDRG1 
La NSMH-Lom se describió originariamente en familias gitanas búlgaras 
de la región de Lom. La mutación se da en homozigosis en todos los enfermos y se  
cree que se distribuyó por Europa a causa de la migración de los romaní por el 
continente. La mutación Lom es una transición C>T en el nucleótido 564 que 
resulta en el cambio de una  arginina por un codón STOP en la posición 148, 
R148X, en el exón 7 del gen NDRG1. Al estudiarla en nuestra serie de 13 familias  
con herencia autómica recesiva, encontramos la mutación en dos de ellas, LF175 y 
LF235, en las cuales cosegrega con el fenotipo de la enfermedad. La mutación 
estaba en homozigosis en los pacientes afectados. El análisis de la mutación en los 
padres mostraba que éstos eran heterozigotos para ella (Fig.7). Del resto de 
pacientes estudiados, en total 35, ninguno presentaba la mutación. Los cuatro 
pacientes que tenían la mutación eran de origen gitano. Sin embargo, entre las otras 
11 familias que no presentaban la mutación, había 4 que también eran de origen 
gitano. Tomando todos estos datos juntos, podemos decir que la prevalencia de la 
mutación R148X asociada con NSMHL se observó en un 10.25% de los pacientes 
y un 15.4% de las familias con CMTAR.  Si teníamos sólo en cuenta las familias 
de origen gitano, la proporción de familias portadoras de la mutación era de un 
tercio. Estos datos nos indican que aunque la mutación R148X se da sólo en 












Fig.7.- Segregación de la mutación Lom en las familias LF175 y LF235. La mutación Lom, R148X, 
en el exón 7 del gen NDRG1 elimina un sitio de restricción  taqI con lo que en las muestras que  
tienen la mutación no se produce la digestión del fragmento de 176 pb amplificado por PCR, en dos 














104 pb 72 pb 
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4.3.2.- Estudio de haplotipos 
 En el momento de este estudio se habían asociado dos haplotipos con la 
mutación Lom en la única familia española estudiada (Chandler et al., 2000; 
Colomer et al., 2000). Uno de ellos es el haplotipo ancestral asociado con la 
mutación, mientras que el segundo representa una recombinación histórica 
(haplotipo S) (Chandler et al, 2000). Con el fin de estudiar el origen de la mutación  
en familias españolas asociados con el locus NSMHL, construimos los haplotipos 
de las familias diagnosticadas con CMTAR con dos marcadores flanqueantes al 
gen NDRG1, cen-D8S529-NDRG1–D8S256-tel. El haplotipo más común en la 
mayoría de pacientes europeos es 8-8, mientras que el 6-2 representa el haplotipo 
recombinante S. Los cuatro pacientes que presentaban la mutación en nuestra serie 
eran homozigotos para el haplotipo 6-2. Estos datos nos sugieren que la mutación 
R148X se encuentra asociada con el haplotipo S en gitanos españoles (Chandler et 
al., 2000; Colomer et al., 2000). En el estudio de las frecuencias alélicas de 88 
cromosomas de población general española y en 40 cromosomas de familias 
diagnosticados con CMTAR no portadoras de la mutación se detectan 5 alelos para 
cada uno de los dos marcadores (Tabla 19). Las familias diagnosticadas como 
CMTAR no portadoras de la mutación no presentaban el haplotipo recombinante S. 
Este haplotipo representa un 6.8% de los cromosomas de población normal, lo cual 
no es extraño porque ambos alelos 6 y 2 son los dos alelos más frecuentes en la 
población española. La probabilidad a priori de encontrar el haplotipo 6-2 es de 
9,06%. 
 
Tabla 19.-  Frecuencias alélicas de los marcadores flanqueantes al gen NDRG1. 
D8S529   
 
 
D8S256   
 
 
4.4.- ANALISIS DE EXCLUSIÓN DE GENES Y LOCI CONOCIDOS.  
LOCALIZACIÓN DE CMTAR-PCV EN 8q13-8q21.1. 
En la serie de 13 familias con patrón de herencia autosómico recesiva se 
hizo un análisis de exclusión de los genes y loci conocidos en ese momento. En 
todas las familias se excluyó la duplicación CMT1A por análisis directo del 
fragmento de unión y por análisis de los marcadores polimórficos VAW4093a, 









1 256 28.57 23.86 12.5 
2 244 19.64   
3 262 3.57 7.95 3.12 
4 248 1.79   
5 260 8.93 17.04 28.12 
6 250 23.21 20.45 40.62 
7 258 1.79   
8 254 10.71 28.40 15.62 
9 252    









1 210 31   
2 212 11 44.32 28.125 
3 218 3 10.22 6.25 
4 220 1   
5 222 3   
6 224 12 14.77 28.12 
7 226 14 21.59 21.87 
8 228 12 5.68 15.625 
9 230 5   
10 232 1   
RM11-GT y AFM191xh12 localizados en la región de 1.5 Mb CMT1A. Se 
procedió, entonces, a descartar el resto de loci descritos: CMT1A (PMP22), 
CMT1B (MPZ)), CMTX (Cx32), CMT4A (8q13-21.1), CMT4B (11q23), CMT4C 
(5q23-q33), CMT2A (1p35-36) y CMT2B (3q13-22). Para ello se rastreó la 
presencia de mutaciones puntuales en los genes PMP22, MPZ y GJB1 mediante la 
técnica de SSCPs y se procedió al análisis de ligamiento bipuntual entre cada uno 
de los marcadores microsatélites utilizados en este estudio y sus loci respectivos 
empleando el programa MLINK del paquete FASTLINK 2.1.  
En dos de las tres familias con fenotipo CMTAR-PCV, LF20 y LF249, 
obtuvimos valores positivos de Lod Score con marcadores ligados al locus CMT4A 
(tabla 20) (Fig.8). Este resultado nos llamó la atención porque se trataba de 
familias con una neuropatía axonal, mientras que en las cuatro familias de origen 
tunecino en las que se había determinado en 1993 el locus CMT4A en el 
cromosoma 8q13-21.1(Ben Othmane et al., 1993), la neuropatía se había definido 
como desmielinizante; además, estas cuatro familias no presentaban disfonía. Estos 
resultados cabía interpretarlos de dos formas. Una primera opción era que el locus 
de estas dos familias estuviera en el cromosoma 8q. En este caso, o bien se trataba 
de otro gen distinto a CMT4A, o bien, la variante axonal que habíamos definido era 
una forma alélica de la variante desmielinizante con las que se había definido 
CMT4A. La segunda opción era que los datos del análisis de ligamiento fueran 
fortuitos y no representasen ligamiento real al cromosoma 8q.  
 
Tabla 20.- Valores de Lod Score para los marcadores ligados al locus CMT4A en 
las familias LF 249 y LF20. 
      Lod Score (Z)  para las fracciones de recombinación (θ) 
Marcador 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 
D8S279 -∞ 0.82 0.62 0.33 0.10 
D8S286 2.01 1.54 1.04 0.55 0.16 
D8S164 0.97 0.71 0.46 0.22 0.07 
     D8S84 -∞ 0.60 0.50 0.28 0.09 
D8S275 1.43 1.06 0.71 0.38 0.11 




























Fig.8.- Haplotipos de las familias LF20 y LF249 con los marcadores ligados al locus CMT4A. Se 
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En estas circunstancias, había que resolver dos cuestiones. En primer lugar, 
todos los enfermos de ambas familias eran varones, lo que obligaba a excluir el 
cromosoma X. Para ello, se procedió a analizar el gen GJB1 que codifica la 
proteína Cx32 y es responsable de la forma CMTX de la enfermedad. Mediante 
SSCPs del exón 2, el único codificante, no obtuvimos ningún patrón anómalo. 
Procedimos a realizar un estudio de ligamiento multipuntual  utilizando marcadores 
microsatélites del “CHLC Human screening Set/Weber v.6” (Genetic Research) 
que abarcan desde el telómero del brazo corto del cromosoma X hasta el telómero 
del brazo largo, cubriendo una distancia de 20 cM. No encontramos valores de Lod 
Score positivos para ningún marcador y en varios de ellos se pudo excluir 
definitivamente ligamiento al cromosoma X al obtenerse valores de menores de -2 
(Fig.9). 
 
Fig.9.- Análisis de ligamiento multipuntual utilizando marcadores que abarcan desde el telómero 
del brazo corto del cromosoma X  al telómero del brazo largo. Se observa que no se obtiene ningún 





















































































El gen de la proteína de la mielina 2 (PMP2) se encuentra localizado en 
esta región cromosómica.  El grupo que localizó el loci CMT4A (Othmane et al., 
1995) no encontró mutaciones en dicho gen. Ante la posibilidad de que hubiéramos 
cartografiado un locus distinto a CMT4A en nuestras familias nos planteamos que 
PMP2 podría ser un buen gen candidato. Este gen está compuesto por cuatro 
exones. Procedimos a amplificar los cuatro exones y las regiones flanqueantes 
mediante PCR del DNA de todos los miembros de ambas familias. El análisis de 
SSCPs no mostró ningún cambio en los productos de los tres primeros exones. Por 
el contrario, el análisis exón 4 mostró una banda extra en el DNA de los miembros 
sanos de las dos familias, mientras que en los miembros enfermos no aparecía esta 
banda. Realizamos el análisis de 100 cromosomas para ver si aparecía en la 
población, confirmando que estaba presente en un 15% de los cromosomas de la 
población española. El análisis de la secuencia del exón 4 confirmó que era un 
polimorfismo, un cambio de una timina por una citosina en la región 3’ UTR del 
gen. El alelo T se encontraba en el 85% de los cromosomas, mientras que el alelo C 
en el 15% restante (Fig.10 y 11). Para descartar totalmente este gen como 
candidato decidimos secuenciar los cuatro exones en los probandos de ambas 
familias no encontrando ninguna mutación, excluyendo definitivamente PMP2 
como responsable de la enfermedad. 
Fig.10.- Análisis de SSCPs del exón 4 del gen PMP2. A En los miembros sanos de ambas familias 
aparece un patrón de bandas anómalo B. Análisis del exón 4 en una muestra de  población donde se 
corrobora la existencia de este cambio en un 15% de la población española 
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Fig.11.- Cromatogramas resultantes de la secuenciación de ambos alelos del exón 4 del gen PMP2. 
A. Secuencia  del alelo tipo salvaje. B. Secuencia del alelo polimórfico, transición T→C en el 
nucleótido +12 3’UTR . 
 
 
4.4.1.- Familia LF38 
LF38 es la tercera familia con un fenotipo axonal y disfonía en alguno de 
sus miembros, en la que habíamos realizado la exclusión de la duplicación CMT1A 
en dos miembros enfermos en 1992. En colaboración con el Dr. E. LeGuern, del 
Hôpital de la Salpêtrière de París, volvimos contactar con la familia y extendimos 
el árbol genealógico a 28 individuos con un total de 10 enfermos. El árbol muestra 
tres parejas consanguíneas entre primos hermanos y otra pareja con sospecha de 
consanguinidad. Es una familia originaria de un pequeño pueblo de la provincia de 
León. Para el estudio genético dispusimos de DNA de 9 enfermos y 10 miembros 
sanos, incluyendo los padres de los enfermos. El análisis de ligamiento con varios 
marcadores microsatélite de la región del locus CMT4A dio valores de Lod Score 
superiores a 3 (tabla 21), confirmándose el ligamiento de una manera definitiva, no 
sólo para esta familia sino para el conjunto de las tres familias que segregaban un 






Tabla 21.- Valores de Lod Score para los marcadores ligados al locus CMT4A en 
la familia LF 38 
 Lod Score (Z)  para las fracciones de recombinación (θ) 
Marcador 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40 
D8S541 4.61 4.52 4.17 3.73 2.80 1.82 0.84 
D8S164 3.63 3.6 3.43 3.13 2.40 1.57 0.71 
D8S286 4.19 4.11 3.77 3.33 2.44 1.53 0.65 
D8S279 3.15 3.08 2.81 2.46 1.75 1.06 0.42 
En rojo se refleja el valor LOD máximo (maxlod) para cada marcador 
 
4.4.2.- Cartografiado por homozigosidad 
 La estructura de la familia LF38 nos daba la oportunidad de un nuevo 
abordaje genético. En enfermedades recesivas de baja frecuencia, el cartografiado 
por homozigosidad en familias consanguíneas (Farrall, 1993) constituye una 
aproximación más útil y eficaz que el análisis de ligamiento a la hora de 
cartografiar el gen mutante. Esta técnica consiste en la búsqueda de grandes zonas 
de homozigosidad en los individuos afectados nacidos de padres consanguíneos. La 
pérdida de homozigosidad se interpreta como la presencia de recombinantes 
genéticos ancestrales, ocurridos en algún momento en generaciones anteriores. 
Procedimos a saturar la región 8q13-8q21.1 con marcadores microsatélite que 
cubren una región de 10cM alrededor del locus CMT4A. En total se analizó 15 
marcadores y se construyó los haplotipos  para estudiar si los individuos enfermos 
eran homozigotos para estos marcadores y ver en cual de ellos se perdía la 
homozigosidad.  Los pacientes IV.1, IV.2, IV.9, IV.10 y IV.11 fueron homozigotos 
para la región comprendida entre D8S543 y D8S164. Sin embargo, observamos 
pérdida de homozigosidad en el marcador telomérico D8S541 en el paciente V.1 y 
en el marcador centromérico D8S551 en los pacientes IV.12 y IV. 14 (Fig.12). 
Estos hallazgos permitían reducir la región candidata a la flanqueada por estos dos 
marcadores, estos es, a 2 cM. El gen PMP2 quedaba fuera del intervalo crítico 






Fig.12.- Análisis de haplotipos en la familia LF38 utilizando 15 marcadores microsatélites situados 
en 8q21.1.Las barras negras indican el haplotipo asociado a la enfermedad. Las flechas rojas 
indican los marcadores en los cuales se ha producido la recombinación. Los alelos de cada 
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Fig.13.- Diagrama donde se representa los eventos recombinantes encontrados que reducen la 
región candidata para la localización del locus asociado a la enfermedad a 2 cM entre los 
marcadores microsatélites D8S551 y D8S541. Se puede observar la pérdida de homozigosidad en el 
paciente V.1 para el  marcador D8S541 mientras que en los pacientes IV.12 y IV.14 se produce para 
el marcador D8S551. En negro se indica cada marcador, mientras que en blanco se representa los 
marcadores que han sufrido recombinación con respecto al cromosoma ancestral. 
 
4.4.3.- Análisis de haplotipos 
En el conjunto de las tres familias se puede computar a priori hasta seis 
mutaciones, pudiendo variar entre ser todas ellas el mismo cambio patológico o 
tratarse de seis mutaciones distintas. En este último caso, cada una de las 
mutaciones habría tenido un origen temporal distinto en cromosomas concretos. 
Estos cromosomas se pueden definir mediante el análisis de los marcadores 
flanqueantes ligados al locus de la enfermedad, en este caso también ligados al 
locus CMT4A. Nuestra hipótesis de trabajo es que cada una de las diferentes 
mutaciones debe estar asociada a un haplotipo distinto. Para comprobar si existía 
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manual los  haplotipos  que segregan cada una de las tres familias con CMTAR-
PCV, utilizando los marcadores microsatélites D8S279, D8S286, D8S551, 
D8S1474, D8S541 y D8S84, ordenados en sentido cen - qter. Por los datos de 
ligamiento sabíamos que el locus estaba flanqueado por los marcadores D8S551 y  
D8S541, mientras que el marcador D8S1474 estaba localizado dentro del intervalo 
crítico. Estos marcadores cubren 10 cM de la región cromosómica 8q13-8q21.1. El  
análisis de algunos marcadores aislados, como por ejemplo D8S279, sugería la 
presencia de tres cromosomas mutantes y, por ende, de tres mutaciones (Fig.13). 
Sin embargo, cuando se analizó el haplotipo completo pudimos identificar cuatro 
haplotipos diferentes, A, B, C y D (Fig.14): 
 
Haplotipo A:  4-3-3-2-2-3 
Haplotipo B:  1-4-4-1-1-2 
Haplotipo C:  3-3-2-1-1-1 
Haplotipo D:  4-2-1-2-2-1 
 
Los haplotipos A y D comparten lo mismos alelos para los marcadores D8S1474 
D8S541, cercanos al locus de la enfermedad. Lo mismo ocurre con los haplotipos 
B y C. Cabe plantear, pues, que ambos, D y C fueran el resultado de 
recombinaciones ancestrales de los haplotipos A y B, respectivamente, o que, 
realmente, fueran haplotipos no relacionados entre sí. Según se acepte una 
hipótesis u otra, el número de mutaciones esperadas variaría entre  dos y cuatro. En 
todo caso, no se esperaba encontrar cinco o seis mutaciones distintas ni tampoco 











Fig.14.- Análisis de la segregación del marcador microsatélite D8S279 en las familias LF249, 
LF20 y LF38, así como en tres casos aislados que presentan el mismo fenotipo clínico. Se pueden ver 





Fig.15.- Análisis de haplotipos utilizando los marcadores microsatélites cercanos al locus de la 
enfermedad en todos los individuos probando de las tres familias con CMTAR-PCV. Se observan 4 
haplotipos distintos asociados a la enfermedad pudiendo ser los destacados en verde y en morado 



























































































Mut 1 Mut 2  Mut 3   Mut 4?
LF249 LF20 LF38 
*
D8S27
LF321 LF363 LF364 
*
*
 4.5.- MAPA DEL GENOMA HUMANO: MAPA FÍSICO DE 
MARCADORES Y GENES CANDIDATOS 
 
Fig.16.-  Mapa genético anterior a la publicación del Proyecto Genoma Humano donde 
se encuentran localizados los marcadores microsatélites utilizados en el análisis estadístico de 
ligamiento y en el cartografiado por homozigosidad en las familias LF20, LF249 y LF38. Fuentes de 
información: Généthon: http://www.genethon.fr; CHLC (Cooperative Human Linkage Center): 
http://www.chlc.org y GDB en http://www.gdb.org. 
 
Los resultados anteriores nos permitieron reducir el tamaño de la región 
candidata a un intervalo genético de 0.5-2 cM, flanqueado por el marcador 
centrómerico D8S551 y telomérico D8S541. La región candidata presentaba ya un 
tamaño adecuado para construir un mapa físico detallado. Iniciamos entonces la 
caracterización la región mediante el cribado de una genoteca genómica humana 
clonada en PACs (cromosomas artificiales derivados del fago P1), RPCII 3-5 
human PAC library,  nº  704,  mediante PCR directa de los marcadores ligados 
sobre los DNAs   de los pool primarios. Al tiempo, se hizo público el borrador del 
Proyecto Genoma Humano (PGH). (International Human Genome Sequencing 
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Consortium, 2001) Por ello, realizamos una búsqueda electrónica de las secuencias 
genómicas en las bases de datos del PGH público (http://www.ncbi.nih), NCBI 
séquence proyect (refseq) y Human Working Draft (http://genome.cse.icsc.edu/), 
que contenían los marcadores flanqueantes D8S551 y D8S541. D8S551 está 
incluido en el contig genómico NT_008209 de 910.877 pb, y D8S541 está 
localizado en el contig genómico NT_23719 de 247.639 pb, en 8q21.1. Entre estos 
dos contigs genómicos hay otros  dos contigs más, NT_023730 de 448.011 pb, que 
contiene los marcadores D8S1829 y D8S1474, y NT_ 008055 de 1.187.677 pb, que 
no contiene ninguno de los marcadores utilizados en nuestro estudio. Analizando 
estos datos pudimos determinar la distancia física exacta en la cual estábamos 
trabajando, que era de 1.939.172 pb, 1,94 Mb. 
En esos momentos se encontraban cartografiados en este intervalo por 
anotación genómica 4 genes o transcritos: el gen que codifica para la proteína 1 
asociada a la diferenciación inducida por gangliósidos, (ganglioside diferentation 
asociated-protein 1) GDAP1; R3HDM, un gen que codifica a un inhibidor de la 
tripsina; LOC83690, que codifica para una proteína rica en cisteínas, y el gen HNF-
4G, que codifica el factor 4γ nuclear de hepatocito, un factor de transcripción que 
se expresa en las células β del páncreas y en otros tejidos. Teniendo en cuenta la 
posible función y la expresión tisular de los distintos genes, consideramos como 
primer candidato el gen GDAP1. Los criterios que nos sugerían esta posibilidad 
eran los siguientes (Liu et al. 1999): 1) GDAP1, al igual que otros nueve genes, se 
sobreexpresaba en un sistema de diferenciación de las células de la línea Neuro2a, 
derivada de un neuroblastoma de ratón, transfectadas con la enzima GD3 sintasa 
(α2,8-sialiltransferasa), la cual juega un papel importante en la biosíntesis de los 
gangliósidos de las series b y c; 2) el gen homólogo de ratón, Gdap1,  se expresaba 
muy fuertemente en cerebro, detectándose un transcrito de 4,1 kb en los 
experimentos de Northern blot. 
 Fig.17.- Mapa físico posterior a la publicación del Genoma Humano donde se encuentran ya 
localizados en 8q13-8q21.1 los marcadores microsatélites utilizados en esta tesis. También se pueden 
ver los genes descritos en ese momento (15/02/2001) en esa región cromosómica. Remarcado en 
amarillo  aparece el EST Al110252 que se encuentra localizado 344 pb después del codón de parada 
del gen GDAP1. 
 
4.6.- IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL GEN GDAP1 
 
4.6.1.- Obtención del  cDNA DE GDAP1 
En la base de datos GenBank, la secuencia de mRNA correspondiente a 
GDAP1 (Y17849) es incompleta ya que carece de inicio de la transcripción y de 
cola poli-A. La secuencia está formada por una ORF de 1077 nt, con sólo siete nt 
upstream del codón de inicio de la traducción, ATG. Por otra parte, todos los ESTs 
cartografiados identificados como parte del cDNA del GDAP1 tienen una 
secuencia 3’ truncada y ninguna contiene la cola poli-A que indica el 3’ final del 
gen (http://genome.cse.icsc.edu/). Observamos que un EST de 2505 pb, AL110252,  
localizado  344 nucleótidos después del codón de parada  de GDAP1 contenía 
varias posibles señales de poliadenilación pero sin ninguna ORF. Nosotros 
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postulamos que esta secuencia podía formar parte del gen. Para demostrarlo, 
diseñamos unos cebadores, mGDAP5D y mGDAP8R , basándonos en la secuencia  
del exón 6 y la secuencia del EST AL110252, respectivamente. A partir de cDNA 
de una genoteca de cerebro humano fetal (Stratagene, California), amplificamos un  
fragmento de 754 pb, de los cuales 54 pb son parte del exón 6, 360 pb del EST 
AL110252 y 344 pb de la secuencia genómica existente entre ambos (Fig.18).  Este 
resultado nos sugería que el EST es una  parte del exón 6 no traducida.  
 
Fig.18.- Análisis del extremo 3’ del gen GDAP1. El EST AL110252 localizado 344 nt después del 
codón de parada de GDAP1 contiene varias señales de poliadenilación, pero no se detecta ninguna 
ORF por lo que postulamos que forma parte del cDNA del gen. Línea 1: marcador de DNA de 1Kb 
plus; Línea 2:Fragmento de 754 pb amplificado a partir de cDNA de una genoteca de cerebro fetal 
humano el cual incluye 54 pb del exón 6, 360 pb del EST AL110252 y 344 pb de la secuencia 
genómica existente entre ambos. Línea 3: control negativo de la reacción en la que no se añadió 
DNA. 
 
La secuencia sigue estando incompleta ya que aún no hemos conseguido 
caracterizar el extremo 5’ del gen, aunque sospechamos que se trata de un 
fragmento de pequeño tamaño ya que a 301 pb del ATG de inicio de la traducción 
localizamos una caja TATA en la anotación genómica de GDAP1, XM005273 
(NCBI RefSeq).  
 
6.2. Rastreo de una genoteca de cDNA de cerebro fetal humano 
 Para conseguir aislar un cDNA completo llevamos a cabo el rastreo de una 
genoteca de cerebro fetal humano (Stratagene) con una sonda de cDNA de cerebro 
total humano de un tamaño de 1.015 pb diseñado a partir de la secuencia de la   
1               2              3
1 ,0 0 0  b p  -
8 5 0  b p  -
6 5 0  b p  -
5 0 0  b p  -
ORF del mRNA del GDAP1, XM005273. De este rastreo conseguimos un único 
clon, el cual secuenciamos obteniendo una secuencia sin ninguna similitud con la 
del gen GDAP1 y que se encontraba localizada en el cromosoma X. 
 
4.6.3.- Organización genómica del gen GDAP1 
GDAP1 se encuentra localizado a 54.216 pb del marcador D8S551 y 
1.954.878 pb del marcador D8S541. Se extiende a lo largo de una región  de 13.9 
Kb de DNA genómico en 8q21.1. La secuencia de GDAP1 contiene una ORF de 
1077 nt y codifica para una proteína de 358 aminoácidos. Para establecer la 
estructura exón-intrón, comparamos la secuencia del cDNA con la secuencia 
genómica mediante el programa BLASTn. Confirmamos que la secuencia 
codificante de GDAP1 está compuesta por  6 exones y 5 intrones, estando el exón 6 
parcialmente traducido. Con el objetivo de definir las secuencias de los sitios 
donantes y aceptores de splicing, diseñamos cebadores internos de los intrones, 
amplificando cada uno de los exones y de sus secuencias flanqueantes. En todos los 
casos se cumplía  la regla “GT-AG” de las secuencias consensus de splicing 
(Shapiro y Senapathy, 1987). La secuencia de nucleótidos de las uniones de 
splicing y el tamaño de cada exón e intrón aparece resumido en la (tabla 22). El 
codón de inicio de la traducción, ATG, se encuentra en el exón 1. 
 
Tabla 22.-  Tamaño en pb  de los intrones y exones del gen GDAP1. Secuencias de los sitios 
donantes y aceptores de splicing correspondientes a los exones del gen GDAP1. 
Exón  pb Intrón  pb Sitio aceptor  de 
splicing  
Sitio donador de splicing  
I     117 1    695  caaaaggtacaaca 
II   193 2    8620 tcttccaggtgcgc tggatggtaatgtt 
III   174 3    1523 tcttccaggtgcgc ttcgtagtatgtaa 
IV    95 4    910 attatcaggccaaa cttaaagtaagcca 
V    115 5    115 ttaattagtcaaag ccccaggtaggttc   






Fig.19.-Organización genómica del GDAP1 humano. Estructura del gen en intrones y exones. La 
secuencia codificante del exón 6 está en negro y la secuencia no codificante está en blanco. Los 
exones codificantes se representan en cajas negras y los intrones con una línea negra que conecta los 
exones. 
 
4.6.4.- Secuencia del gen candidato posicional GDAP1 
 La secuenciación de los seis exones  y de los fragmentos amplificados 
abarcando parte del exon 6 y el EST AL110252 a partir de cDNA de cerebro 
humano nos proporcionó una secuencia consenso para el gen candidato posicional 
GDAP1. El tamaño del transcrito depende de la señal de poliadenilación que se 
tenga en cuenta. De hecho, en la secuencia del EST AL110252 y, por ende , en el 
extremo 3’ del cDNA, hay hasta tres señales AATAAA (Fitzgerald y Sheuk, 1981). 
Los datos del Northern blot (ver más adelante) indican que dos de estas señales se 
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Fig.20.-.Secuencia del cDNA del gen GDAP1. La secuencia consta de 2630 nt y abarca desde el 
ATG de inicio de la traducción hasta el extremo 3’ UTR. Los exones aparecen en distintos colores, El 
inicio del EST AL110252 aparece remarcado en amarillo y los distintos sitios de poliadenilación se 
muestran en negrita. Con un asterisco, *, se señalan los dos sitios que deben ser utilizados según los 
datos de Northern-blot (ver apartado siguiente). 
 
4.6.5.- Expresión de GDAP1 
a 
Los datos disponibles del trabajo de Liu et al. (1999) sugerían que el gen 
homólogo de ratón se expresa únicamente en cerebro. Para determinar el patrón de 
expresión del gen GDAP1 humano realizamos dos aproximaciones experimentales, 
un Northern-blot de tejidos humanos y una RT-PCR  tanto de tejidos humanos 
como murinos. 
En el análisis de Northern-blot de mRNA-poli(A)+ de varios tejidos 
humanos (Clontech, California)  utilizamos como sonda génica un  fragmento de 
1.015 pb amplificado a partir de la genoteca de cerebro fetal humano que 
comprende casi la totalidad de la  ORF. Detectamos dos transcritos de un tamaño 
aproximado de 3.9 Kb y 2.9 Kb, respectivamente (Fig.21). El transcrito de mayor 
tamaño e intensidad estaría de acuerdo con la utilización del tercer sitio putativo de 
poliadenilación en el EST AL110252, mientras que el transcrito de 2.9 Kb se 
correspondería con el uso del primer sitio putativo de poliadenilación en dicho 
EST. Como control  de cantidad de RNA en cada tejido hibridamos la misma 
membrana  con una sonda de β-actina. Aunque en la mayoría de tejidos se 
observaba una expresión basal, ésta era mucho más intensa y evidente en cerebro 
total y en médula espinal. Entre los tejidos de origen no neurológico llamaba la 
atención la señal de intensidad intermedia de la  glándula tiroides. 
Fig.21.- Análisis de expresión del mRNA del gen GDAP1. Northern-blot mostrando la existencia de 
dos transcritos diferentes en GDAP1 ( 3.9Kb y 2.9 Kb)  y su expresión mayoritaria en cerebro, 






























































El experimento de RT-PCR se diseñó de modo que se pudiera detectar 
amplificación de DNA genómico contaminante. Como control de la reacción se 
amplificó el gen GADPH (gliceraldehido-3-P deshidrogenasa) que tiene una 
expresión generalizada en todos los tejidos. El análisis de RT-PCR mostró también  
que GDAP1 tiene una expresión ubicua, aunque mucho más marcada en tejido 
nervioso, tanto en humano como murino. La expresión  en nervio sural humano y 
en nervio ciático de ratón nos indicaba que el gen GDAP1 no se expresa sólo en 
neuronas sino que también existe expresión  en células de Schwann. Sin embargo, 
se observó mayor expresión en los tejidos del sistema nervioso central que en 
tejidos del sistema nervioso periférico (Fig.22). 
 
Fig.22.- Análisis de expresión del mRNA del gen GDAP1. Análisis de diferentes tejidos humanos 
(a) y de ratón (b) mediante RT-PCR de GDAP1. Se usó como control de calidad y cantidad de RNA, 
el GADPH. Los distintos tejidos se indican en la parte superior de cada línea. En las dos últimas 
líneas hay un control RT(-) sin transcriptasa inversa, y un control PCR(-), sin DNA en la reacción. 
 
4.6.6.- Mutaciones en el gen GDAP1 
Basándonos en el cartografiado del gen GDAP1 en el intervalo definido en 
8q21.1 y de su expresión en el sistema nervioso tanto en humanos como su 
ortólogo en ratón, Gdap1, nos planteamos la búsqueda de mutaciones en el gen en 
los pacientes probando en las  tres familias ligadas al locus CMT4A. Para ello, 
GDAP1
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- 255 bp 
- 188 bp
realizamos la amplificación a partir de DNA genómico y posterior secuenciación  
por ambos lados de los 6 exones y sus secuencias intrónicas flanqueantes, 
utilizando cebadores específicos diseñados a partir de las secuencia del gen. 
Encontramos seis alelos mutantes y detectamos tres mutaciones distintas, 
dos sustituciones de un nucleótido y una inserción de un nucleótido. Las 
sustituciones son una transición c.487C>T en el exón 4 y una transversión 
c.581C>G en el exón 5, las cuales producen dos son mutaciones sin sentido, 
Q163X y S194X, respectivamente. Ambas dan lugar a codones de parada cuya 
consecuencia es una proteína truncada.  La tercera mutación es la inserción de una 
adenina, c.863-864insA, en el exón 6 que produce una mutación que altera la pauta 
de lectura, tipo frameshift, con dos aminoácidos distintos de la proteína salvaje 
después de la treonina 288 y terminando la proteína en el codón 290 (T288fsX290). 
El probando  de la familia LF38, IV:1, es homozigoto para la mutación Q163X. El 
probando de la familia LF 249, II:2, era heterozigoto para las mutaciones Q163X y 
S194X. El probando de la familia LF20, II:4, es heterozigoto para las mutaciones 
Q163X y T288fsX290 (Fig23). El análisis de mutaciones del gen GDAP1 en los 
tres casos aislados de los que disponíamos, familias LF321, LF363 y LF364 fue 
negativo. 
Posteriormente, se analizó a todos los miembros de las tres familias y se 
confirmó en cada genealogía la segregación mendeliana de las distintas mutaciones 
con la enfermedad.  La transición c.487C>T destruye un sitio de restricción HaeIII,  
lo que permitió el estudio de la mutación en las tres familias mediante análisis de 











Fig.23.- Análisis de mutaciones de GDAP1 en las tres familias, LF38, LF249, y LF20. 
Cromatogramas de las mutaciones de GDAP1 en tres probandos a la izquierda y controles normales 
para los exones 4, 5 y 6 a la derecha El paciente IV.1 de la familia LF38 es homozigoto para la 
mutación sin sentido Q163X. El paciente II.1 de la familia LF249 es heterozigoto compuesto para las 
mutaciones Q163X y S194X. El paciente II.4 de la familia LF20 es heterozigoto compuesto para las 




















































Fig.24.-.Análisis de las mutaciones en las tres familias mediante técnicas de análisis de restricción, 
SSCPs  y ASO. A: Segregación de la mutación del exón 4 en la familia LF38 mediante análisis de 
restricción. En la secuencia salvaje, el enzima HaeIII genera dos fragmentos de 148 y 140 pb, 
respectivamente. La sustitución 487C→T se detecta por la presencia de la banda de 248 pb no 
digerida. B: Análisis de la mutación c.581C>G del exón 5 mediante SSCPs. En los dos enfermos se 
observa un patrón anómalo de bandas. C: .Análisis mediante ASO de la mutación c.863-864insA  del 
exón 6 en los dos pacientes portadores de dicha mutación ( muestras 1 y 2) y en población normal.  
 
La mutación c.581C>G  del exón 5 se investigó en los familiares mediante 
SSCPs. La mutación c.863-864insA se analizó empleando una técnica de ASO 
(Fig.24, B y C ). Con el fin de determinar si estos cambios no eran polimorfismos 
:13  IV:12 IV:14   M       C       III:1   III:2   IV:1   IV:2   IV:4    IV:5   IV: 7    V:2    V:1    III:5   III:6   IV:9  IV:10 IV:11   III:9  IV 
200pb 
ASO ex 6: tipo salvaje 
5’-GAAGAGAAAAACTTTAACAAG-3’ 
ASO ex 6: mutante 
5’-GAAGAGAAAAAACTTTAACAAG-3’ 
1 21 2
frecuentes del gen GDAP1, se estudió 134 cromosomas de 67 individuos normales 
de población española. En ninguno de ellos encontramos ninguna de la tres 
mutaciones, por lo que se postuló que no eran polimorfismos y que sí eran las 
mutaciones causantes de la enfermedad. 
 
4.7.-ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS INFERIDA 
PARA GDAP1 
La proteína GDAP1 deducida de la ORF está formada por 358 
aminoácidos. El análisis comparativo de la secuencia del gen GDAP1 con las 
secuencias depositadas en las diversas bases de datos mostraba que presenta una 
homología con diversos organismos. En primer lugar tenía una homología con la 
proteína de ratón de un 94%, indicando una gran conservación en las dos especies. 
La región en la cual difiere más, es en el extremo N- terminal de la proteína (Fig. 
25). 
 













hGDAP1  GESFTLADVSLAVTLHRLKFLGFARRNWGNGKRPNLETYYERVLKRKTFNKVLGHVNNIL 
 
rGdap1 ISAVLPTAFRVAKKRAPKXXXXXXXXXXXXXXXYFAFMLFRRRLGSMILALRPRPNYF 
hGDAP1  ISAVLPTAFRVAKKRAPKVLGTTLVVGLLAGVGYFAFMLFRKRLGSMILALRPRPNYF 
Fig.25.- Comparación de las secuencias de aminoácidos de la proteína GDAP1 humana (hGDAP1) 
y de ratón (rGdap1). Las secuencias presentan una homología del 94% siendo en el extremo N-
teminal donde más difieren. El alineamiento se realizó con el programa BLAST2.  
 
Por otro lado, presenta una conservación de residuos aminoacídicos de un 
48% con la proteína de Drosophila melanogaster (CG4623) mostrando una 
identidad de un 30%, de un 46% con Arabidopsis thaliana (T14N5.14) con una 
identidad del 30%. También detectamos un parálogo, GDAP1 like-1 localizado en 
el cromosoma 20 (GDAP1P1, MGC3129), con una conservación del 71% y una 
identidad del 57%. 
La secuencia de aminoácidos de la proteína GDAP1 tiene una gran 
similitud con las Glutatión S-transferasas (GSTs). Detectamos dos dominios 
característicos de las GSTs en las posiciones 26-119 (N-terminal) y 210-287 (C-
terminal) respectivamente. El análisis de la estructura secundaria de los residuos  
aminoacídicos 25 a 100 muestra la topología de un sitio de unión al glutatión, 
βαβαββα,  que generalmente se localiza en los 80 aminoácidos del dominio 
plegado similar a tioredoxina en N-terminal de las GSTs, seguido por el dominio 
II, α-hélice para reconocimiento de sustratos xenobióticos. La proteína GDAP1 
consta de una señal de localización nuclear bipartita. y la secuencia terminal 
muestra dos dominios putativos transmembrana (Fig.26). 
El análisis filogenético de la proteína GDAP1 demuestra que no pertenece 
a ningún grupo de las familias de GSTs ya caracterizadas, pero pertenece quizás a 
un nuevo grupo, monofilético, que incluye las proteínas GDAP1 humana y de ratón  
junto con la proteína ortóloga GDAP1P1 (MGC3129) y las proteínas de 





























Fig.26.- Secuencia de aminoácidos de la proteína GDAP1. En cajas amarillas se muestran las 
hojas plegadas β, en cajas azules las α- hélices. Las flechas negras indican la señal nuclear bipartita 




Dominio I   Dominio II         Dominios transmembrana?? 
βαβα ββα  α hélices 
 
Fig.27.- Estructura de la proteína GDAP1. En ella se puede observar el dominio I o sitio de unión 
al Glutatión con la estructura secundaria βαβαββα y el dominioII, sitio de reconocimiento de 
sustratos xenobióticos formado por las α hélices. 
 
5.1.- ESTADO ACTUAL DE LAS  NEUROPATÍAS PERIFÉRICAS 
HEREDITARIAS.  
 
 La clasificación de la neuropatías sensitivo-motoras hereditarias (NSMH) 
se encuentra en constante cambio. Del mismo modo que en otras muchas 
enfermedades hereditarias, la clasificación clínica original está siendo reemplazada 
por una clasificación genética debido a los grandes avances en los últimos años. 
Una de las grandes limitaciones que existen actualmente es que no han sido 
descritos todos los genes causantes de las distintas NSMH. Hasta el momento 
actual se han descrito 20 loci y han sido identificados 8 genes como causantes de 
alguna forma de NSMH (http://molgen-www.uia.ac.be/CMTmutations). 
Basándose en criterios electrofisiológicos e histopatológicos, la forma más 
frecuente de las NSMH, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, se clasifica en 
CMT1 (NSMH I) o forma desmielinizante y CMT2 (NSMH II) o forma axonal. 
Además, al igual que muchas otras enfermedades monogénicas presenta tres 
patrones de herencia: herencia autosómica dominante, autosómica recesiva y 
herencia ligada al X, siendo el patrón más frecuente el autosómico dominante. Esto 
ya nos da una idea de la gran heterogeneidad genética de las NSMH. Por otro lado, 
el patrón de herencia se encuentra relacionado con la edad de aparición y la 
agresividad de la enfermedad. En familias con un patrón de herencia autosómica 
dominante la aparición de la enfermedad se da en edades más avanzadas, es menos 
agresiva y presenta una mayor heterogeneidad genética. En contraste, las formas 
autosómicas recesivas son mucho menos frecuentes, aparecen en edades más 
tempranas, muestran mayor uniformidad clínica y un fenotipo mucho más grave 
siendo la mayoría de los pacientes dependientes de silla de ruedas en la primera o 
segunda décadas de la vida.  
 
5.2 .- FAMILIAS CMTAR 
Dentro de la serie de 320 familias remitidas a nuestro grupo para estudio 
genético, seleccionamos 13 que mostraban un patrón de herencia autosómica 
recesiva. El análisis de las formas dominantes y ligadas al X  en un subgrupo de 
132 familias fue motivo de otra tesis doctoral (Bort, 1996). El estudio clínico, 
electrofisiológico e histopatológico nos permitió clasificarlas: 10 eran CMT1AR y 
las tres restantes eran CMT2AR. 
De las 10 familias con CMT1AR, seis de ellas eran de etnia gitana lo que 
nos llevó a plantearnos el análisis directo de la mutación Lom, R148X, en el gen 
NDGR1. Esta mutación se describió en homozigosis,  una forma desmielinizante de 
CMT en enfermos de familias de etnia gitana que asocian sordera (la cual suele 
presentarse en la tercera década de vida) (Kalaydjieva et al., 2000). Únicamente 
cuatro enfermos pertenecientes a dos familias tenían la mutación, lo que nos 
sugiere que si bien la mutación R148X asociada al HMNS-L se da sólo en familias 
de etnia gitana, existen otras formas de CMT que se asocian a este grupo étnico, 
como es el caso de la forma ligada al cromosoma 10 denominada Russe (Thomas et 
al., 2001). 
En el momento de este estudio se habían definido dos haplotipos con la 
mutación Lom en la única familia española estudiada hasta el momento (Chandler 
et al., 2000; Colomer et al., 2000). Uno de ellos es el haplotipo ancestral (haplotipo 
reducido 8-8 para los marcadores telomérico D8S256 y centromérico D8S529) 
asociado con la mutación, mientras que el otro representa una recombinación 
histórica (haplotipo 6-2, haplotipo S) (Chandler et al., 2000). Los cuatro pacientes 
de nuestra serie que tenían la mutación Lom eran homozigotos para el haplotipo 6-
2 (haplotipo S) lo que nos sugiere que el haplotipo S es el que frecuentemente se 
encuentra asociado a la mutación Lom en familias españolas de etnia gitana. El 
resto de familias diagnosticadas como CMT-AR tenían un haplotipo distinto lo que 
confirmaba la ausencia de la mutación R148X en ellos. 
 
5.2.1.- Localización de CMTAR-PCV en 8q21.1 
Las tres familias diagnosticadas como CMT2 o axonal, LF20, LF38 y LF 
249 tenían un fenotipo muy homogéneo, caracterizado por la presencia de una 
neuropatía axonal asociada con disfonía y parálisis de cuerdas vocales (CMTAR-
PCV). Esto nos llevó a plantearnos realizar el cartografiado genético con el fin de 
localizar un locus asociado a ese fenotipo en particular y, a partir de ahí, aislar y 
caracterizar el gen mutante causante del mismo. Además, la familia LF38 era 
altamente consanguínea y disponíamos de un gran número de miembros, lo que nos 
iba a  permitir un refinamiento genético de la región en cuestión. 
El primer paso fue la localización cromosómica del locus ligado a la 
enfermedad en las familias LF20 y LF249, que eran de las que disponíamos 
inicialmente en 1998. Para ello, se procedió a un análisis de exclusión de los loci 
CMT ya descritos. La razón de este proceder fue por mera precaución. Sin 
embargo, obtuvimos valores positivos de lod score (maxlod=2.01) para marcadores 
ligados al locus CMT4A. Estos datos nos sorprendieron ya que el locus CMT4A se 
había descrito en 4 familias tunecinas que mostraban una neuropatía 
desmielinizante ligada al cromosoma 8q13-21.1 (Ben Othmane et al., 1993) 
mientras que nuestras familias el diagnóstico era de una neuropatía axonal que 
asociaba disfonía y parálisis de cuerdas vocales. Estábamos pues ante un dilema, o 
bien el locus en ambas formas de CMTAR, desmielinizante y axonal, estaba en el 
cromosoma 8q13-21.1 y se trataba de otro gen distinto a CMT4A, o bien la 
variante axonal que habíamos definido era una forma alélica de la variante 
desmielinizante. Por último, nos planteamos si los datos del análisis de ligamiento 
habían sido casuales y no representaban en realidad ligamiento al cromosoma 8q. 
En este sentido había que resolver una cuestión: todos los probandos de las familias 
LF20 y LF249 eran varones lo que nos llevó a plantearnos si se trataba de una 
forma ligada al cromosoma X o no. Para ello, procedimos a analizar en primer 
lugar el gen GJB1 que codifica la proteína Cx32 y es responsable de la forma 
CMTX de la enfermedad. Tras descartarlo, realizamos un estudio de ligamiento 
multipuntual con marcadores que cubrían todo el cromosoma X obteniendo valores 
de Lod negativos para todos ellos, con lo cual quedaba descartado que fuera una 
forma de CMT ligada al X.  
El gen de la proteína de la mielina periférica 2 (PMP2) se encuentra 
localizado en 8q13-q21.1(Ben Othmane et al., 1995).El grupo que localizó el locus 
CMT4A no encontró mutaciones en dicho gen. Pensamos pues que nuestro locus 
podría ser distinto a CMT4A por lo que, nos planteamos que PMP2 podría ser un 
buen gen candidato para CMTAR-PCV. Sin embargo no encontramos ninguna 
mutación en los probandos de las dos familias, excluyéndolo como responsable de 
la enfermedad. 
A partir de aquí, contactamos con  la familia LF38 que tenía un fenotipo 
muy similar al de las familias LF20 y LF249. La familia LF38 es una familia 
altamente consanguínea, en la que además contábamos con nueve enfermos 
pertenecientes a tres generaciones distintas lo que nos iba a permitir realizar un 
refinamiento genético de la región en cuestión. Para ello procedimos en primer 
lugar a confirmar si estaba ligada a 8q13-8q21 y obtuvimos valores de Lod 
superiores a 3 para los marcadores ligados. Se confirmaba así la existencia de un 
locus para el fenotipo CMTAR-PCV en 8q. Nos encontrábamos en una región de 
unos 10 cM con lo que el siguiente paso era reducir la región al mínimo posible. 
Para ello pasamos a saturarla con marcadores polimórficos y con el fin de situar el 
locus dentro del entramado de marcadores estudiamos las recombinaciones distales 
y proximales mediante el cartografiado por homozigosidad  llegando a reducir la 
región a un tamaño de 2 cM, flanqueada por el marcador centromérico D8S551 y el 
marcador telomérico D8S541. 
Al mismo tiempo, construimos los haplotipos de todos los individuos 
afectados de las tres familias con CMTAR-PCV para comprobar si existía un 
haplotipo común o varios asociados a la enfermedad. Partíamos de la hipótesis de 
que en el conjunto de las tres familias eran posibles hasta seis mutaciones distintas 
y que cada una de las cuales debía de estar asociada a un haplotipo distinto. Nos 
encontramos con cuatro haplotipos diferentes, A, B, C, D compartiendo los 
haplotipos A y D y los haplotipos B y C los mismos alelos para los marcadores 
D8S1474 y D8S541, los más cercanos, junto al marcador D8S551, al locus de la 
enfermedad. Tanto A y D como lo cual B y C podrían ser haplotipos distintos o 
bien el resultado de recombinaciones ancestrales. Estos datos indicaban que debía 
haber en los cromosomas mutantes entre dos y cuatro mutaciones distintas.  
La región candidata presentaba ya un tamaño adecuado para construir un 
mapa físico detallado, pero dado que en esos momentos se hizo público el borrador 
del Proyecto Genoma Humano (PGH) (International Human Genome Sequencing 
Consortium, 2001), decidimos realizar una búsqueda electrónica de las secuencias 
genómicas de los marcadores flanqueantes D8S551 y D8S541 en las bases de datos 
del PGH público (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/). Con los 
datos que obtuvimos pudimos determinar la distancia exacta en la cual nos 
encontrábamos, que era de 1.939.172 pb (1,94 Mb) y en la cual se hallaban 
cartografiados en este intervalo por anotación genómica 4 genes o transcritos: el 
gen que codifica para la proteína 1 asociada a la diferenciación inducida por 
gangliósidos, GDAP1; R3HDM, un gen que codifica a un inhibidor de la tripsina; 
LOC83690, que codifica para una proteína rica en cisteínas, y el gen HNF-4G, que 
codifica el factor 4γ nuclear de hepatocito, un factor de transcripción que se 
expresa en las células β del páncreas y en otros tejidos. Tras considerar tanto la 
posible función como la expresión tisular de los cuatro genes o transcritos, 
seleccionamos como primer candidato el gen GDAP1. 
 
 5.3.- GEN GDAP1 
Las proteínas asociadas a la diferenciación inducida por gangliósidos 1-10 
(ganglioside-differentation asociated-protein 1-10, GDAP1-10) se sobreexpresan 
en un sistema de diferenciación de células de la línea Neuro2a derivada de un 
neuroblastoma de ratón, transfectadas con la enzima GD3 sintasa (α 2,8- 
sialiltransferasa) la cual juega un papel importante en la biosíntesis de los 
gangliósidos de la serie b y c. El gen que codifica una de ellas, GDAP1, tiene una 
expresión muy fuerte en cerebro de ratón, detectándose un transcrito de 4.1 Kb en 
los experimentos de Northern y su expresión se encuentra regulada durante el 
desarrollo alcanzando su máxima expresión en el estado adulto. En neuroblastos 
tratados con ácido retinoico se observa su máxima expresión asociada a la 
diferenciación celular (Liu et al., 1999). 
El gen GDAP1 se extiende a lo largo de una secuencia de 13.8 Kb de DNA 
genómico en el cromosoma 8q21.1 y consta de 6 exones, cuyos tamaños oscilan 
entre 95 nt y 382 nt, estando el exón 6 parcialmente traducido. La secuencia de 
GDAP1 contiene una ORF de 1077 nt y codifica para una proteína de 358 
aminoácidos. 
El cDNA del gen GDAP1 que se encontraba en la base de datos del 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y en la base de datos de la Universidad de  
Santa Cruz (Human Working draft, http://genome.cse.icsc.edu), estaba incompleto, 
ya que carecía tanto de inicio como de final de la transcripción. Nosotros 
localizamos un EST de 2505 pb, AL110252, de 344 nt después del codón de parada 
del gen que contenía varios sitios de poliadenilación pero sin ninguna ORF. 
Partiendo de una genoteca de cDNA de cerebro fetal humano y usando cebadores 
basados en la secuencia del exón 6 y del EST AL110252, amplificamos un 
fragmento de unión entre ambos, lo que nos sugería que este EST forma parte del 
exón 6 no traducido. Estos datos concuerdan con nuestros experimentos de 
Northern-blot donde detectamos dos transcritos de 3.9 y 2.9 kb aproximadamente, 
sugiriendo la utilización de las dos señales de poliadenilación presentes en el EST 
en la transcripción fisiológica del gen. 
En cuanto a la expresión en los distintos tejidos, observamos que aunque 
aparecía una expresión basal en todos ellos, era mucho más intensa y evidente en 
cerebro total y médula espinal. El análisis de RT-PCR mostró también que aunque 
GDAP1 tiene una expresión ubicua es mucho más marcada en tejido nervioso tanto 
humano como murino. La expresión en nervio sural humano y en nervio ciático en 
ratón nos indica que el gen GDAP1 no sólo se expresa en neuronas sino que 
también existe expresión en células de Schwann, hecho también probado por 
Baxter et al, (2002); no obstante, observamos una mayor expresión en tejidos del 
sistema nervioso central que en tejidos del sistema nervioso periférico. Sin 
embargo, en pacientes con mutaciones en el gen GDAP1 clínicamente no se 
detectan anormalidades a nivel del sistema nervioso central por lo que es posible 
que aquí tenga una función distinta o bien, que otras proteínas puedan compensar 
su pérdida de función.  
 
5.3.1- Mutaciones en el gen GDAP1 
En las tres familias diagnosticadas con CMTAR-PCV hemos encontrado 6 
alelos mutantes y tres mutaciones distintas. Se trata de dos sustituciones en el exón 
4 y 5 y de una inserción en el exón 6. 
La primera de ellas, es una transición c.487C>T, que provoca una mutación 
sin sentido, Q163X, en el exón 4. El cambio de una glutamina por un codón de 
parada da como resultado una proteína truncada. Esta mutación la hemos 
encontrado en homozigosis en la familia LF38 y en heterozigosis en las familias 
LF20 y LF249. La segunda mutación que hemos encontrado es una transversión, 
c.581C>G en el exón 5 que provoca el cambio de una serina por un codón de 
parada, S194X, que da origen a una proteína truncada. Esta mutación la hemos 
encontrado en heterozigosis en la familia LF249. La tercera mutación es una 
inserción de una adenina, c.863-864insA, que produce una mutación que altera la 
pauta de lectura, con dos aminoácidos distintos a los de la proteína salvaje después 
de la treonina 288, terminando la proteína en el codón 290, T288fsX290. Esta 
mutación se da en heterozigosis en la familia LF20. 
Al realizar el estudio de los haplotipos en todos los probandos de la tres 
familias, encontramos 4 haplotipos distintos, A, B, C y D con posibilidad de que C 
y D fueran resultado de recombinaciones ancestrales de A y B, con lo cual 
teníamos entre 2 y 4 mutaciones distintas. En las tres familias encontramos 6 alelos 
mutantes y tres mutaciones distintas. Partíamos de la hipótesis de encontrar hasta 6 
mutaciones, cada una de las cuales estaría asociada a un haplotipo. De hecho, el 
haplotipo A estaría asociado con la mutación Q163X, el haplotipo B con la 
mutación S194X y el haplotipo C con la mutación T288fsX290. El haplotipo D 
sería el resultado de dos recombinaciones ancestrales del haplotipo A, o viceversa, 
caso de ser el haplotipo D el más antiguo. 
 
Haplotipo A:  4-3-3-2-2-3  Mutación: Q163X 
Haplotipo B:  1-4-4-1-1-2  Mutación: S194X 
Haplotipo C:  3-3-2-1-1-1  Mutación: T288fs290X 
Haplotipo D:  4-2-1-2-2-1  Mutación: Q163X 
 
En 4 familias consanguíneas de origen tunecino diagnosticadas con CMT 
desmielinizante ligada a 8q21.1 (CMT4A), (Baxter et al., 2002) se han encontrado 
tres mutaciones en el gen GDAP1. Las tres mutaciones se dan en homozigosis. Se 
trata de 2 mutaciones sin sentido y de un cambio de un aminoácido por otro. La 
primera de ellas W31X se produce en el exón 1 y da como resultado una proteína 
truncada. La segunda de ellas es un cambio de una serina por un codon de parada, 
S194X, en el exón 5 del gen, lo que provoca también una proteína truncada. Esta 
mutación es igual a la encontrada por nosotros en heterozigosis en la familia 
LF249. La tercera mutación es un cambio de un aminoácido por otro, R161H, en el 
exón 3. Aunque se trata de un cambio conservativo, el estudio de 204 cromosomas 
control ha demostrado que se trata de un polimorfismo. 
Por tanto, teniendo en cuenta las mutaciones descritas por Baxter et 
al.,(2002) y las nuestras, Cuesta et al., (2002), se han identificado 5 mutaciones 
distintas en el gen GDAP1 en familias de origen español (con un fenotipo axonal) y 
de origen tunecino (con un fenotipo desmielinizante), siendo una de ellas, S194X, 
común a ambos fenotipos. Por otro lado Nelis et al., (2002)  encuentran esta misma 
mutación en homozigosis en una familia consanguínea de origen marroquí 
diagnosticada de CMT axonal. Al realizar el análisis de haplotipos en esta familia y 
en la familia LF 249, heterozigota para la mutación S194X, hemos demostrado un 
haplotipo común asociado a la enfermedad sugiriendo que ambas familias tienen 
un ancestro común (Nelis et al., 2002). En la actualidad se ha detectado la 
mutación S194X en más familias de origen magrebí (Marruecos y Argelia), y los 
datos del análisis de haplotipos confirman la hipótesis preliminar del origen común 
de todos los cromosomas mutantes (Leguern et al., AFM-INSERM CMTAR 
Consortium; Pedrola et al., datos no publicados). 
 5.4.- PROTEÍNA GDAP1 
La proteína GDAP1 inferida de la ORF del gen GDAP1 está formada por 
358 aminoácidos con un peso molecular predicho de 41kDa. Mediante el análisis 
de la secuencia de aminoácidos utilizando el programa BLAST observamos que 
mostraba una gran similitud con las enzimas glutatión S-transferasas (GSTs). La 
familia de las GSTs (Pfam 00043) representa alrededor de un 1% de las proteínas 
celulares totales y juegan un importante papel en la mayoría de células eucariotas 
en la unión, transformación y destoxificación de una amplia variedad de sustratos 
electrofílicos tanto endógenos como exógenos (lo que estaría en relación con el 
hecho de que un número importante de enfermedades autosómico recesivas son 
debidas a déficits enzimáticos cuyo resultado es la acumulación de diversos 
materiales dentro de la célula) (Wong, 1999). Las GSTs se encuentran involucradas 
en una gran variedad de procesos metabólicos y proporcionan protección frente al 
estrés oxidativo pero también aseguran el correcto plegamiento, síntesis, regulación 
y degradación de enzimas y complejos enzimáticos (Vuilleumier, 1997). Las GSTs  
pueden interaccionar con otras proteínas clave de procesos de señalización y 
factores de transcripción y así modular su actividad (Tchaikovskaya et al., 2001). 
Las GSTs se clasifican en las formas: alfa (α), mu (μ), pi (π) y theta (θ) 
independientemente de las especies según la similitud de secuencia y la espeficidad 
de sustrato. Son enzimas homodiméricas en las cuales cada monómero se pliega en 
dos dominios, dominio I y dominio II (Armstrong, 1991; Hayes and Pulford, 1995; 
Wong, 1999). Ambos están unidos mediante un hexámero que consta en un 48-
59% de α-hélices y en 8-10% hojas plegadas β. El dominio I (residuos 1-80) 
comprende el extremo N terminal (GST_N) con 4 hojas plegadas β flanqueadas por 
α-hélices, βαβαββα. El sitio de unión al glutatión se encuentra localizado aquí 
(Wong, 1999). En el análisis de la secuencia de aminoácidos de la proteína GDAP1 
aparece la topología βαβαββα en los residuos 25-100 característica del dominio I 
de las GSTs. 
El dominio II de las GSTs abarca desde aproximadamente el residuo 80 
hasta el extremo C-terminal (GST_C) y está formada por α-hélices. El sitio 
hidrofóbico de unión a sustrato y algunos de los residuos conservados en las 
diferentes GSTs se encuentran localizados en este dominio. Es la variabilidad de 
estos residuos con el sitio hidrofóbico lo que confiere la reactividad diferencial y la 
especifidad de sustrato a las GSTs. La proteína GDAP1 consta del dominio II 
formado por α-hélices de las GSTs en los residuos 210-287. 
Mediante análisis informático utilizando el programa PSORT II se 
predice que el extremo C-terminal de la proteína GDAP1 tiene dos dominios 
putativos transmembrana. La proteína consta de una señal de localización 
nuclear bipartita (RRQEEQRGSPPLRGKGK desde el residuo 3 al 19 y 
KRPNLETYYERVLKRKT , desde el residuo 272 al 288) y una región 
“coiled-coil” (del aminoácido 194 al 231). La predicción sugiere que su 
localización es citoplasmática, con un 21% de probabilidad de expresarse en 
vesículas. 
Aunque sólo existe una identidad de secuencia de cerca del 30% entre 
las diferentes clases de GST , su estructura cuartenaria es muy similar así 
como su configuración con los sitios activos. El análisis comparativo de la 
secuencia de GDAP1 con las secuencias depositadas en las bases de datos 
presentaba una identidad del 30% con la proteína de Drosophila melanogaster 
(CG4623) y de un 30% con  Arabidopsis thaliana (T14N5.14). Una mayor 
identidad, alrededor del 70%, existe entre las  mismas clases. Así, 
encontramos una identidad del 94% con la proteína de ratón y un 57% con un 
parálogo, GDAP1like-1 (GDAP1P1 o MGC3129) localizado en el cromosoma 
20 humano. 
El análisis filogenético demuestra que la proteína GDAP1 no pertenece 
a ningún grupo de familias de GSTs ya caracterizadas, pero pertenece quizás 
a un nuevo grupo monofilético, que incluye los GDAP1 humano, GDAP1like-


















Fig.28.- Arbol filogenético de las familias de las GSTs. empleando el método de Neighbour-joining. 
El análisis filogenético muestra que la proteína GDAP1 forma quizás un nuevo grupo monofilético. 







5.5.- GENES CMT. AXONOPATÍAS VERSUS MIELINOPATÍAS 
El término enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) incluye 
neuropatías desmielinizantes causadas por varios genes que se expresan en las 
células de Schwann (CMT1) así como neuropatías axonales causadas por genes 





























CMT1 los diferentes defectos genéticos convergen en una vía común de defectos 
en la formación y mantenimiento de la mielina periférica. En cuanto a CMT2 es 
menos conocida y la hipótesis de una neuropatía crónica afectando primariamente a 
la neurona se apoya únicamente en unos pocos estudios anatomopatológicos 
(Berciano et al., 1986) por lo que la neuropatía axonal es menos conocida que la 
neuropatía desmielinizante y además la variabilidad fenotípica parece ser mayor en 
CMT2 que en CMT1. Actualmente CMT2 puede ser definida como una entidad 
clínica de neuropatía axonal crónica sensorimotora con amiotrofia selectiva en los 
músculos de los miembros distales (Sahenk et al., 1999). 
La afectación del sistema nervioso periférico, tanto en CMT1 como en 
CMT2, depende de la longitud del axón afectado, un fenómeno que sugiere una 
alteración en el transporte axonal (Gemignani y Marbini, 2001). Así los tres únicos 
genes descritos hasta el momento que causan algún tipo de CMT2, NF-L, LMNA y 
KIF1Bβ, codifican, los dos primeros, para sendas proteínas implicadas en la 
estructura del axón la cual a su vez esta involucrada en el transporte axonal y el 
tercero, KIF1Bβ para unas proteínas que son motores microtubulares que facilitan 
el transporte de moléculas vitales a los largo de los axones. En el caso de CMT1, el 
hecho de que la patología dependa de la longitud afectada sugiere que las 
alteraciones en las mielinopatías también están influidas por el transporte axonal. 
En realidad, las alteraciones en las interacciones entre las células de Schwann-axón 
son mayores que la lesión axonal coexistente y las manifestaciones clínicas son 
debidas más a una degeneración del axón que a una desmielinización primaria 
(Thomas, 1993). En la neuropatía desmielinizante producida en el ratón mutante 
Trembler los cambios significativos en la función y en la estructura del axón 
incluyen alteraciones en la fosforilación de los neurofilamentos, aumento de la 
densidad de los mismos y una disminución en el transporte axonal (deWaegh et al., 
1992). Cambios similares a éstos se han descrito en pacientes con CMT1A  
(Watson et al., 1994). La interacción de las células de Schwann con el axón tiene 
un efecto muy importante en la fisiología del axón, tanto en el nervio normal como 
en el patológico, sin embargo, la naturaleza de las señales que participan en este 
proceso de interacción no se conocen todavía. Se han descrito mutaciones en el gen 
MPZ asociadas con un fenotipo desmielinizante causando tanto CMT1, síndrome 
de Déjérine-Sottas y neuropatía hipomielinizante congénita (Warner et al., 1996a) 
así como otras asociadas a un diagnóstico electrofisiológico de CMT2 (Warner et 
al., 1996b; Senderek et al., 2000). Dado que el gen MPZ  se expresa únicamente en 
células de Schwann se podría explicar este hecho de acuerdo a la posición y 
naturaleza de la mutación lo que daría lugar a diferentes fenotipos. Mientras que 
por un lado en las mielinopatías se afectaría la compactación de la mielina , en el 
caso de un fenotipo axonal quizás un fallo en la compactación de la mielina  
afectará a las interacciones axogliales (Marrosu et al., 1998). El hecho de que 
exista degeneración axonal tanto en CMT1 como en CMT2 explica el hecho de que 
existan algunas características fenotípicas comunes en los diferentes genotipos de 
CMT. También es interesante el hecho de que en algunos fenotipos CMT2 no esté 
afectado únicamente el sistema nervioso periférico, teniendo asociadas otras 
características clínicas como paraplejia espástica, sordera, retraso mental, etc, 
(Dyck et al., 1994; Priest et al., 1995) lo que nos sugiere que la proteína mutante 
también se expresa en otros tejidos. 
Las mutaciones en  los diferentes genes que causan CMT pueden producir 
un fenotipo tanto axonal como desmielinizante. El  8,5% de mutaciones descritas 
en el gen PMZ, responsable de CMT1B, dan lugar a un fenotipo axonal 
(http://molgen-www.uia.ac.be/CMTmutations). También en el caso del gen GJB1 
se han encontrado mutaciones en pacientes diagnosticados clínica y 
electrofisiológicamente con CMT axonal (Timmerman et al., 1996; Bort et al., 
1997). La primera mutación encontrada en el gen NEFL se describió en una familia 
diagnosticada como CMT axonal (Mersiyanova et al., 2000) mientras que la 
segunda mutación se describió en una familia diagnosticada como CMT 
desmielinizante debido a las bajas velocidades de conducción nerviosa que 
presentaban (De Jonghe et al., 2001). 
En el gen GDAP1 se han descrito mutaciones asociadas con fenotipos 
CMT axonal y CMT desmielinizante. Todos los pacientes con mutaciones en el 
gen GDAP1 tienen en común una edad precoz de aparición de la enfermedad, un 
fenotipo muy agresivo con deformidades graves en los pies siendo los pacientes 
dependientes de silla de ruedas desde edades muy tempranas. Ambos fenotipos se 
diferencian en que los pacientes diagnosticados con CMT4A desmielinizante 
presentan unas velocidades de conducción nerviosa disminuidas (Barhoumi et al., 
2001), mientras que los diagnosticados con CMT axonal las presentaban dentro del 
rango de la normalidad o ligeramente disminuidas (Sevilla et al., 2001); Sevilla et 
al., 2003). En cuanto a la histopatología, los primeros muestran disminución de 
fibras largas mielinizadas y muchas de las que permanecen se encuentran 
hipomielinizadas con aparición de frecuentes bulbos de cebollas mientras que en 
los segundos se observa pérdida de fibras mielinizadas y degeneración axonal, sin 
hallazgos de desmielinización y remielinización. Se ha descrito una mutación, 
R194X, que se asocia tanto con un fenotipo axonal (Cuesta et al., 2002; Nelis et 
al., 2002) como con un fenotipo desmielinizante (Baxter et al., 2002). Por otro lado 
se ha descrito un paciente que muestra signos combinados de desmielinización 
(bulbos de cebolla) y neuropatía axonal (Nelis et al., 2002). Por tanto no existe 
aparentemente ningún tipo de correlación entre la naturaleza de la mutación y el 
fenotipo clínico. 
En el estudio realizado por Nelis et al., (2002) en un total de 15 familias 
con diagnóstico CMTAR encontraron que las mutaciones en el gen GDAP1 pueden 
considerarse como la causa más frecuente de CMTAR (15%). Estos resultados han 
de ser refrendados por el análisis de series amplias de pacientes pertenecientes a 
familias con herencia autosómica recesiva y de casos aislados, algunos de los 
cuales podrían tener herencia autosómico recesiva. 
El conocimiento de las bases moleculares de las neuropatías periféricas nos 
puede dar una proyección hacia el futuro inmediato en relación con la clasificación 
genética, su utilidad en el diagnóstico y el consejo genético, así como permitirnos 
conocer la biología del nervio periférico y la fisiopatología de la interacción célula 
de Schwann–axón con el fin de desarrollar  nuevas terapias. 
 GDAP1 es una proteína de función todavía desconocida. El presente 
trabajo científico ha abierto las puertas para estudiar y determinar el papel de esta 
nueva proteína en la neurona, el axón y la célula de Schwann, su función en el 
proceso de desarrollo, maduración y mielinización del nervio periférico y su 
interrelación con otras proteínas fundamentales del nervio, algunas de ellas 
involucradas directamente en la fisiopatología de la enfermedad de Charcot-Marie-











1.- Las formas autosómicas recesivas de la enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth se dan con una frecuencia muy baja en el conjunto de las familias con 
neuropatía sensitivo-motora hereditaria representando un  4.06% en  nuestra serie. 
 
2.- La mutación R148X en el gen NDRG1, que da lugar al fenotipo 
NHSM-Lom, sólo se da en familias de etnia gitana si bien existen otras 
formas de CMT que afectan a este grupo étnico. 
 
3.- La mutación R148X se encuentra asociada con el haplotipo S (6-
2) en familias de  etnia gitana españolas. Un haplotipo relativamente 
frecuente puesto que representa un 6.8% de los cromosomas de la población 
normal. 
 
4.- Mediante clonaje posicional hemos cartografiado el gen responsable de 
la forma CMTAR-PCV axonal, localizándolo en el cromosoma 8q21.1.  
 
5.- Las mutaciones en el gen GDAP1 causan CMTAR-PCV axonal ligada 
al cromosoma 8q21.1. Este gen también es responsable de la forma original de 
CMT4A desmielinizante, lo que indica que ambas formas, desmielinizante y 
axonal, son variantes alélicas del mismo gen.  
 
6.- El gen GDAP1 se extiende a lo largo de una secuencia genómica de 
13.8 Kb de DNA en el cromosoma 8q21.1 y consta de 6 exones, cuyos tamaños 
oscilan entre 95 y 382 nucleótidos. La secuencia de GDAP1 contiene una ORF de 
1077 nucleótidos y codifica para una proteína de 358 aminoácidos. 
 
7.- El exón 6 tiene una parte no codificante y al menos dos señales de 
poliadenilación que se utilizan en la transcripción fisiológica del gen dando lugar a 
dos transcritos, uno de 3.9 Kb y otro de 2.9 Kb. 
 
8.- El gen GDAP1 se expresa en múltiples tejidos humanos y de ratón 
siendo su expresión mayor en cerebro total y médula espinal. La expresión  en 
nervio sural humano y en nervio ciático de ratón indica que el gen GDAP1 no se 
expresa sólo en neuronas sino que también tiene expresión en las células de 
Schwann.  
 
9.- Las mutaciones encontradas predicen una proteína truncada, lo que está 
de acuerdo con que se trata de mutaciones nulas asociadas a una herencia 
autosómica recesiva. 
 
10.- La mutación S194X, encontrada en una familia española de nuestra 
serie y en diferentes familias de origen magrebí, aunque de diferentes países, tiene 
un origen común y único a todas ellas. 
 
11.- La secuencia de aminoácidos de la proteína GDAP1 muestra una gran 
similitud con la familia de proteínas glutatión S-transferasa, mostrando los dos 
dominios característicos de las GSTs, el de unión al Glutatión (aminoácidos 25-
100) y el de unión a sustratos (aminoácidos 210-287). Los datos de análisis 
electrónico de secuencias sugieren que se trata de una proteína citosólica, con 
mayor probabilidad de localizarse en vesículas. 
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